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A malária é de longe a doença parasitária mais importante em Moçambique, constituindo 
um grave problema de saúde pública no País. Apesar de se considerar que um diagnóstico atempado 
e um tratamento correcto são os elementos básicos para um programa de controlo da malária bem 
sucedido, nas últimas décadas, o controlo e tratamento têm sido bastante dificultados pelo 
aparecimento e disseminação da resistência parasitária aos antimaláricos mais utilizados. Os 
mecanismos que conferem ao parasita a capacidade de resistir à maioria dos antimaláricos 
disponíveis não se encontram completamente elucidados. 
Deste modo, este trabalho teve como objectivo principal avaliar o envolvimento dos genes 
pfdhfr, pfdhps, pfcrt, pfmdr1 e pfATPase6 na resistência aos antimaláricos em Moçambique, 
recorrendo a populações naturais de parasitas em isolados colhidos de doentes com malária em 
Maputo, Moçambique. Neste contexto, foi efectuada a caracterização clínica dos pacientes com 
diferentes formas clínicas de malária e os perfis genotípicos relacionados com a resistência em P. 
falciparum para quatro antimaláricos: cloroquina, sulfadoxina/pirimetamina, amodiaquina e 
artemisinina, através da técnica de PCR-RFLP, para os polimorfismos pfcrt K76T e N75E, pfdhfr 
N51I, C59R, S108N e I164L, pfdhps A437G e K540E, pfmdr1 N86Y e N1246Y e pfATPase6, G1916 
A, G110A, A2694T e G2306A.  
Os dados genotípicos foram subsequentemente analisados estatísticamente, no intuito de 
detectar associações significativas entre a presença de um determinado marcador antes e depois do 
tratamento com os diferentes antimaláricos utilizados. Foram também avaliados os polimorfismos 
em dois marcadores moleculares (ICAM-1 e CD36) do hospedeiro relacionados com 
susceptibilidade/resistência à malária, em isolados de pacientes com e sem malária. Os 
polimorfismos da variante CYP-450 (CYP2C8), relacionada com o metabolismo dos fármacos 
antimaláricos em pacientes com malária, foram também aqui analisados.  
Os resultados demonstraram a gravidade do problema de resistência a antimaláricos, 
evidenciado pelas elevadas prevalências dos alelos mutantes antes e depois dos tratamentos 
efectuados. Foi aqui observada uma elevação significativa de amostras contendo o alelo mutado 
pfdhps 437G após do tratamento com Fansidar® e com Fansidar®+Amodiaquina.  
Verificou-se existir uma correlação positiva entre o quíntuplo mutante e o número de 
isolados, depois do tratamento com Fansidar®. Estes resultados indicam reservas na utilização do 
Fansidar ® como uma componente da primeira linha de tratamento antimalárico no País e apontam 
o polimorfismo pfdhps 437G como um possível marcador para a monitorização da resistência a este 
fármaco.   
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Apesar de não significativos, os resultados da análise do ICAM-1 mostraram a existência de 
uma possível associação entre a presença da mutação ICAM-1kilifi e a infecção malárica nas suas 
formas grave e não grave, enquanto para o CD36 foi notória a ausência da mutação T1264G no 
grupo controle (sem malária). Os resultados da análise dos polimorfismos no gene CYP2C8 
demonstraram alguma inconclusividade, tendo no entanto permitido a obtenção de conhecimentos 

































Malaria is the most important parasitic disease and a public health problem in Mozambique. 
Though a correct therapy and diagnosis are basic for any control program, in the last decades, these 
have been hampered by the appearance and dissemination of drug resistance to most antimalarials. 
Mechanisms of drug resistance have not been clarified. This work had the objective to study the 
relation between a number of molecular markers pfdhfr, pfdhps, pfcrt, pfmdr1 and pfATPase6 in 
drug resistance in Mozambique, in parasite populations collected in Maputo. 
Clinical characterization of patients and their profiles associated to resistance in P. 
falciparum was carried out for 4 drugs, chloroquine, combined sulfadoxine/pyrimethamine, 
amodiaquine and artemisinin, through   PCR-RFLP, for polymorphisms in  pfcrt K76T and N75E, 
pfdhfr N51I, C59R, S108N and I164L, pfdhps A437G and K540E, pfmdr1 N86Y and N1246Y and 
pfATPase6, G1916 A, G110A, A2694T and G2306A. Statistical analysis was also carried out for a 
correct evaluation of presence of certain markers and response to treatment. 
Two other polymorphisms were also studied (ICAM-1 and CD36) in association to 
susceptibility to infection in isolates from people with or without malaria. Finally, polymorphisms 
of the gene CYP2C8, associated to drug metabolization in malaria patients was also investigated 
Results confirmed the severity of the problem of drug resistance in malaria, with very high 
presence and prevalence of mutant alleles in parasite populations before and after treatment. Pfdhps 
437G after Fansidar® or Fansidar®+Amodiaquine treatment was significantly visible. There was 
also a positive correlation between a quintuple mutation association and number of isolates 
Fansidar® treatment. These results recommend reduction of the use of this drug as a component of 
first-line antimalarial treatment in Mozambique and indicate that pfdhps 437G can be used as a 
marker for resistance in clinical work. 
Though not significant, data from the studies with ICAM-1 showed a possible association 
between the presence of mutation of ICAM-1kilifi and malaria infection in their severe and non 
severe forms, while for CD36 it there was a negative association due to non presence of T1264G in 
the non malaria control group. The results regarding polymorphisms of the gene CYP2C8 were 
limiting in their interpretation, but nevertheless, contributed to the gathering of information that 
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I.1 - Historial 
 
A malária existe desde a mais remota antiguidade, tendo sido evidenciada por estudos 
arqueológicos que, através de relatos sobre a ocorrência de febre e esplenomegalia, ou de inscrições 
em templos egípcios, descreveram sinais representativos da doença. Hipócrates, em seus estudos, 
descreve quadros febris característicos de malária, além de relatos de esplenomegalia.  
A tentativa de se estabelecer a origem da malária no mundo não foi ainda determinada, 
admitindo-se que tenha tido origem na África tropical onde o parasita adaptou-se bem ao 
hospedeiro humano (figura 1). Com as migrações humanas, durante o período neolítico, a malária 
espalhou-se pela Europa, Ásia e Oriente Médio. A disseminação para a América Central e do Sul 
teve a sua origem, provávelmente, a partir da Ásia mas pode ter chegado às ilhas do Caribe a partir 




















Figura 1 - Disseminação da malária no mundo (Adaptado de Wellcome Trust; Ed 1991). 
 
 
I.2 - Agente etiológico 
 
A malária é uma doença parasitária causada por protozoários do género Plasmodium spp, 
transmitida por mosquitos do género Anopheles. Estes parasitas pertencem ao Reino Protista, Filo 
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Plasmodium (Garnham., 1988). Para além de infectarem o Homem, algumas espécies deste género 
infectam também mamíferos, aves e répteis. O estudo da malária em primatas não humanos tem 
tido um grande interesse uma vez que tem servido como modelo experimental, para o estudo da 
malária humana.  
Em regiões tropicais do continente Americano foi identificada a presença, em macacos 
indígenas, de plasmódios aqui denominados Plasmodium brasilianum e Plasmodium simium, 
estando também presentes as espécies de Plasmodium malariae e Plasmodium vivax, no Homem. 
Para o Plasmodium brasilianum, verificou-se ser difícil distinguir este do Plasmodium malariae, 
tanto pela morfologia (Contacos et al., 1963) como por ensaios imunológicos (Cochrane et al., 1985) 
ou moleculares (Fandeur et al., 2000). Da mesma forma, existe uma visível semelhança entre o 
Plasmodium simium e o Plasmodium vivax tendo se levado a crer serem parasitas da mesma espécie, 
infectando hospedeiros diferentes (Collins et al., 2005; Lim et al., 2005).  
Existem quatro espécies que infectam humanos: Plasmodium vivax, Plasmodium ovale, 
Plasmodium malariae e Plasmodium falciparum, sendo esta última a espécie mais universal e 
patogénica, podendo causar quadros graves e fatais. 
 
I.2.1 - Ciclo de vida de Plasmodium spp 
 
O ciclo de vida de Plasmodium spp (figura 3) compreende uma fase assexuada endógena 
(esquizogónica), com um ciclo de multiplicação em hospedeiros vertebrados, onde o 
desenvolvimento ocorre nas células parenquimatosas do fígado (esquizogonia exoeritrocitária ou 
hepática) (A) e nos eritrócitos (esquizogonia eritrocitária) (B), e uma fase sexual exógena 
(esporogónica) (C), com multiplicação nos mosquitos do género Anopheles.  
A infecção inicia-se durante a refeição sanguínea do mosquito fêmea infectado quando este 
inocula, juntamente com a saliva, esporozoítos na corrente sanguínea (1). Os esporozoítos invadem 
os hepatócitos (2), onde crescem e se multiplicam, diferenciando-se em esquizontes hepáticos (3). A 
esta fase chama-se esquizogonia hepática (A); a sua duração depende da espécie de Plasmodium. 
No ciclo de vida do P. vivax e do P. ovale os esporozoítos podem originar hipnozoítos, que 
permanecem no hepatócito num estado dormente, durante o qual não se dividem, desenvolvendo-se 
meses ou anos mais tarde, denominando-se a estes casos tardios de sintomatologia, relapsos. No 
ciclo do P. falciparum e do P. malariae, inicia-se de imediato a maturação dos esquizontes 
hepáticos da qual resultam os merozoítos hepáticos que são libertados para a corrente sanguínea por 
lise dos hepatócitos (4) com consequente invasão dos eritrócitos. Após esta invasão (5), inicia-se a 
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esquizogonia eritrocitária (B), na qual os merozoítos se diferenciam em trofozoítos e estes por 
divisões sucessivas dão origem aos esquizontes eritrocitários.  
No início da fase eritrocítica, os merozoítos intracelulares diferenciam-se em trofozoítos 
através de mitoses sucessivas. Os estadios iniciais da fase de trofozoíto apresentam uma forma 
globular e contêm um vacúolo central que “empurra” o citoplasma para a periferia, situando-se o 
núcleo num dos pólos, assumindo o parasita uma forma anelar característica, claramente 
distinguível por microscopia óptica (figura 2). No decorrer do seu desenvolvimento, o trofozoíto 
digere e metaboliza hemoglobina, dando origem a um pigmento hemo-ferroso, denominado 
hemozoína. Este pigmento contendo ferro é observado na estrutura do parasita, corado com Giemsa 
(Merck), sob a forma de grânulos vermelhos escuros, os quais se tornam mais óbvios em estadios 





Figura 2 - Estadios de desenvolvimento intra-eritrocitário de P. falciparum. A- fase de anel; B - 
fase de esquizonte; C - gametócitos (Adaptado de http://www.cdc.gov/malaria/). 
 
Após lise do eritrócito parasitado, são libertados novos merozoítos na corrente sanguínea (6), 
com invasão cíclica de novos eritrócitos e sintomatologia febril associada à referida lise celular. 
Alguns merozoítos, após invasão dos eritrócitos, não evoluem para esquizontes, mas diferenciam-se 
nas formas sexuadas do parasita, os gametócitos feminino e masculino (7). Estes, em fase de 
maturação, se e quando ingeridos pela fêmea do mosquito durante a refeição sanguínea (8), 
desenvolvem-se no seu estômago, dando origem, a macrogâmetas e microgâmetas (4 a 8 
microgâmetas flagelados) que após fertilização dão inicio ao ciclo esporogónico (C). O zigoto 
formado (9) evolui para oocineto (10) móvel, que invade o espaço entre as células epiteliais da 
parede do estômago do mosquito, fixando-se e originando o oocisto (11). Aqui, por mitoses 
sucessivas, resultam inúmeros parasitas individuais e alongados denominados esporozoítos (12), 
que após um período de maturação e por ruptura do oocisto, invadem a cavidade corporal do 
mosquito e migram para as suas glândulas salivares, acumulando-se nos ductos salivares e 
tornando-se infectantes. Quando o mosquito infectado faz nova refeição sanguínea (1), os 
esporozoítos são inoculados e começa uma nova infecção nohospedeiro vertebrado. 
A B C
     
















Figura 3 - Ciclo de vida de Plasmodium spp (Adaptado de http://www.dpc.cdc.gov). 
 
I.2.2 - Genética de Plasmodium spp 
 
O material genético de Plasmodium spp encontra-se organizado em três genomas (Sinden et 
al., 1985): 1) genoma mitocondrial, com 6Kb, contém os genes que codificam as proteínas de 
enzimas responsáveis pelo transporte de electrões; 2) genoma circular plasmídico, com 35Kb, 
contém os genes que codificam principalmente rRNA, tRNA e proteínas ribossomais; e 3) genoma 
nuclear, que comporta a maioria dos genes essenciais ao ciclo de vida, alguns dos quais envolvidos 
na resistência aos antimaláricos. O genoma nuclear haplóide do Plasmodium é constituído por 23 
mega bases de DNA (Hyman et al., 2002; Gardner et al., 2002), com cerca de 5300 genes (Gardner 
et al., 2002) e está organizado em 14 cromossomas. Os cromossomas dos parasitas da malária são 
divididos em duas zonas: um domínio central que contem as regiões codificantes conservadas e as 
extremidades que são regiões polimórficas (Lanzer et al., 1994). Cada extremidade consiste em 
regiões teloméricas e subtelómericas, sendo nestas últimas que se encontram os genes envolvidos 
nas variações antigénicas e onde ocorrem a maioria das variações de tamanho (Gardner et al., 2002). 
Durante os ciclos eritrocitário, hepático, esporogónico e a microgametogenese, onde 
ocorrem divisões mitóticas, o Plasmodium é um organismo haplóide, sendo o oocineto a única fase 
diploide do seu ciclo de vida (Sinden et al., 1985). Quando o mosquito se alimenta num hospedeiro 
infectado com 2 clones, no estômago do vector pode ocorrer auto fertilização e fertilização cruzada 
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resultando na formação de homozigotos de cada tipo parental e/ou heterozigotos resultantes estes da 
recombinação das duas formas parentais. Este zigoto, após uma meiose seguida de mitoses 
sucessivas, dará origem a um elevado número de esporozoitos haplóides representativos das formas 
parentais ou recombinates anteriores.   Os polimorfismos de tamanho, nos cromossomas, que são 
observados entre populações parasitárias da mesma espécie, podem ser devidos a re-arranjos dos 
cromossomas (Frontali et al., 1991), recombinação génica durante a meiose (Sinnis & Wellems, 
1988; Corcoran et al., 1986), amplificação génica (Foote et al., 1989; Triglia et al., 1991) e 
delecções ou inserções de sequências de DNA telomérico e subtelomérico (Corcoran et al., 1986).  
A recombinação genética é bastante elevada em populações naturais de P. falciparum 
(Conway et al., 1999). Em concordância, esta tendência foi verificada em duas experiências 
laboratoriais independentes, com cultura in vitro de 2 clones de P. falciparum bem caracterizados e 
diferenciados, nomeadamente os clones HB3 e 3D7 (Walliker et al., 1987) e os clones HB3 e Dd2 
(Wellems et al., 1990), onde gametócitos foram produzidos e posteriormente alimentados 
artificialmente a mosquitos, em insectário. Da recombinação genética resultaram novos genótipos 
confirmando a diversidade parasitária após um cruzamento genético, recombinantes estes com, 
possivelmente, maior capacidade de sobrevivência e adaptação a alterações do ambiente 
circundante, tais como uma pressão de fármacos.  
O genoma do clone de P. falciparum 3D7 foi totalmente sequenciado em 2002 (Gardner et 
al., 2002), o que permitiu alargar os conhecimentos nesta área e desenvolver estudos de proteómica, 
a partir dos quais foram identificadas cerca de 2400 proteínas (Florens et al., 2002). A publicação 
da sequência completa do genoma do P. falciparum e de outros parasitas da malária proporcionou 
novas oportunidades em termos de estratégias para identificação de mecanismos de resistência aos 
antimaláricos. Deve-se acentuar, contudo, que a total aplicação do conhecimento do genoma do 
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I.3 - Distribuição geográfica da malária 
 
A distribuição geográfica da malária, a nível mundial (figura 4) incide sobre regiões 
tropicais e subtropicais, onde estão reunidas todas as condições para ocorrência de transmissão do 
parasita (W.H.O., 2005a). A transmissão da malária ocorre na África sub – Sahariana, América 
Central e do Sul, Médio Oriente, sudoeste Asiático e Oceânia, verificando-se no entanto variações 













Segundo a Organização Mundial de Saúde, a malária é endémica em mais de 90 países em 
todo o mundo de onde resulta que cerca de 40% da população global vive em áreas endémicas de 
malária (W.H.O., 2005a). Estima-se que esta doença afecte entre 300 a 500 milhões de pessoas, 
causando mais de um milhão de mortes anualmente das quais 75% em crianças Africanas (White et 
al., 1999; Wongsrichanalai et al., 2002; W.H.O., 2005a). 
 
Em face do fenómeno do aquecimento global (http://www.eden-fp6project.ne) e do aumento 
das migrações humanas, a malária é hoje considerada uma doença com possibilidade de reemergir 
em áreas de onde já foi erradicada ou onde é controlada (Kovats et al., 2001; IGPCC., 2007; 








Figura 4 - Mapa da distribuição geográfica da malária (Adaptado de http:// www.rbm.who.int). 
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I.4 – A malária em Moçambique 
 
A República de Moçambique está situada na costa sul-oriental de África, cobrindo uma 
superfície de 799.380 Km2 e com uma costa de cerca de 2.515 Km (figura 5). Segundo o censo 
populacional de 2007, o País possui uma população de 20.530.714 habitantes com uma densidade 
populacional de 25,68 habitantes/Km2. A população é essencialmente jovem, com cerca de 44,8% 










Figura 5 - Mapa de África (A) e de Moçambique (B) (Adaptado de INE, Moçambique) 
 
A malária é endémica em todo o País, atingindo o seu ponto mais alto após a época das 
chuvas (Dezembro à Abril). A intensidade da transmissão varia de ano para ano e de região para 
região, dependendo da precipitação, altitude e temperaturas. O P. falciparum é o parasita prevalente, 
sendo responsável por cerca de 90% de todas infecções maláricas, enquanto que o P. malariae e o P. 
ovale são responsáveis por 9.1% e 0.9% das infecções, respectivamente (PNCM, MISAU).  
Em Moçambique, tal como na maior parte dos países da África sub-Sahariana, a malária 
representa a principal causa de consulta e de admissão hospitalar (Bassat et al., 2008), sendo ainda 
uma das principais causas de mortalidade nos hospitais (figura 6). A prevalência desta doença no 
grupo etário dos 2 aos 9 anos de idade varia entre 40 e 80%, chegando a 90% em algumas regiões 
do País. Nos serviços de pediatria, a malária é responsável por 40% de todas consultas externas e 




     












Figura 6 - Principais causas de morte em crianças com menos de 5 anos, em Moçambique 
(Adaptado de  World Health Report, 2005). 
 
O Programa Nacional de Controlo da Malária (PNCM) foi criado em 1982, tendo adoptado 
formalmente 3 principais estratégias: i) diagnóstico precoce; ii) controle vectorial e; iii) educação 
para a saúde. Os primeiros casos de malária resistentes à cloroquina (CQ) em Moçambique foram 
identificados em 1983 (Schawlbach et al., 1985), tendo esta constatação levado o Instituto Nacional 
de Saúde (INS) a realizar estudos sistemáticos que permitiram detectar, ainda em 1983, outros casos 
de resistência a este fármaco (INS., 1985 e 1986). Devido a este facto, a primeira linha de 
tratamento da malária no País foi alterada, tendo-se adoptado a combinação S/P associada à 
amodiaquina (AMQ). No entanto, vários factores, como a fraca adesão na toma da AMQ, as 
recomendações da OMS para o tratamento da malária com combinações com derivados da 
artimisinina e os resultados do projecto conjunto ´´Lubombo Spatial Development Initiative´´ 
(Sharp et al., 2007), entre Moçambique, África do Sul e Swazilândia, para o combate da malária, 
fizeram com que em 2004 a política de tratamento da malária no País fosse novamente alterada, 
passando a constar como primeira linha de tratamento a combinação S/P associada ao artesunato.  
Assim sendo, actualmente os antimaláricos utilizados para o tratamento da malária não 
complicada consistem na associação terapêutica entre o artesunato e a combinação 
sulfadoxina/pirimetamina (Fansidar®), como primeira linha de tratamento, e a associação do 
artesunato com lumefantrina (CoartemTM) como segunda linha de tratamento. Para o tratamento da 
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I.5 - Aspectos clínicos da infecção malárica 
 
O quadro clínico típico é caracterizado por febre alta, acompanhada de calafrios, sudorese 
profusa e cefaleia, que ocorrem em padrões cíclicos, dependendo da espécie do parasita infectante. 
Em alguns pacientes, os sintomas prodrômicos, como náuseas, vómitos, astenia, fadiga e anorexia, 
surgem vários dias antes dos paroxismos da doença. A fase sintomática inicial caracteriza-se por 
mal-estar, cansaço e mialgia. O ataque paroxístico inicia-se com calafrios, acompanhado de tremor 
generalizado, com duração entre 15 minutos a 1 hora. A fase febril, onde a temperatura pode atingir 
os 41oC, pode ser acompanhada de cefaléia, náuseas e vómitos.  Segue-se a fase de apirexia, 
caracterizada pelo declínio da temperatura e diminuição dos sintomas, que causa uma sensação de 
melhora no paciente. Esta fase pode durar 48 horas para P. falciparum, P. vivax e P. ovale e 72 
horas para P. malariae. No entanto, esta regularidade é pouco comum devido a vários factores 
como por exemplo: o tratamento precoce realizado na fase de assincronismo das esquizogonias 
sanguíneas, a infecção por populações distintas de plasmódios e a variabilidade da resposta imune. 
Em crianças, é comum o aumento do fígado e do baço sendo que o primeiro pode ser palpável no 
final da primeira semana após o início da sintomatologia e o segundo a partir da segunda semana da 
doença (http://www.malariasite.com). A anemia é também um achado frequente neste grupo, 
podendo ser bastante acentuada. No entanto, o grau de anemia está na dependência de diversos 
factores, entre os quais as parasitoses intestinais e desnutrição.  
Investigações realizadas por Greenberg e colaboradores (Greenberg et al., 1989) relacionam 
o aumento da incidência da anemia grave, na infecção malárica, à disseminação da resistência do P. 
falciparum à cloroquina, em África. Esta relação é explicada pelo facto de, apesar dos pacientes 
melhorarem clinicamente após o tratamento com cloroquina não haver uma destruição completa dos 
parasitas, o que faz com que a reticulocitose esperada não ocorra e, ao longo do tempo, com 
repetidas infecções maláricas os pacientes desenvolvam anemias crónicas que podem tornar-se 
graves e fatais (Greenberg et al., 1989; Lackritz et al., 1992; Bloland et al., 1993). Em Moçambique, 
mais de metade dos casos de malária apresentam anemia moderada ou grave (Guinovart et al., 
2008). 
A presença de hipoglicemia, convulsões, vómitos repetidos, hiperpirexia, icterícia, 
hemorragias e distúrbios da consciência, são indicadores de mau prognóstico. Esses sintomas 
podem preceder formas clínicas de malária grave e complicada, como por exemplo a malária 
cerebral, a malária associada à anemia grave, a insuficiência renal aguda, o edema pulmonar agudo, 
a disfunção hepática e hemoglobinúria, entre outras (Trampuz et al.,  2003).  
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A diversidade das sindromes clínicas causadas por esta infecção (figura 8) pode confundir a 
identificação dos vários mecanismos da doença. No entanto, existem alguns processos básicos 
relacionados às formas graves de malária como por exemplo: i) a localização específica das 
hemáceas parasitadas em orgãos alvo; ii) a acção local e sistêmica dos produtos bioactivos do 
parasita (ex: toxinas); iii) a produção local e sistêmica de substâncias pró- inflamatórias e citoquinas,  
pelo sistema imune inato e adaptado em resposta aos produtos do parasita e; iv) a activação, 





























Figura 7 - Factores que influenciam o resultado clínico da infecção malárica (Adaptado de  
Weatherall  et al., 2002) 
 
A Organização Mundial da Saúde define a malária grave como a presença de parasitémia 
associada a um ou mais dos seguintes sinais sintomas: prostração, alteração da consciência, 
´´distress´´respiratório ou edema pulmonar agudo, convulsões, colapso circulatório, acidose 
metabólica, hemorragias e coagulação intravascular disseminada, icterícia, hemoglobinúria e 
anemia grave (tabela 1).  
FACTORES DO HOSPEDEIRO 
 
● Imunidade 
● Citoquinas proinflamatórias 
● Perfil genético (ex:HbS, talassémia,  
CD36, TNFa, ICAM-1, CR1, MHC) 
● Idade 
●Gravidez 
FACTORES SOCIAIS E 
GEOGRÁFICOS 
 
● Acesso ao tratamento 
● Factores culturais e económicos 
● Estabilidade política 
● Intensidade da transmissão (ex: 
Anopheles spp, sazonalidade, 
epidemiologia) 
FACTORES DO PARASITA 
 
● Resistência às drogas 
● Taxa de multiplicação 
● Capacidade de invasão 
● Citoaderência 
● Formação de rosetas 
● Polimorfismo antigénico 
● Variação antigénica (PfEMP1) 






Malária grave (ex: 
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Tabela 1 - Critérios de malária grave  
 
 
Critérios de malária grave (O.M.S) 
 
 
• Malária cerebral. Coma não atribuível a outra causa, num paciente infectado 
Plasmodium falciparum. 
 
• Crises convulsivas generalizadas ou repetidas: mais de 2 em 24 horas ou estado pós-
convulsão de mais de 1 hora de duração. 
 
• Anemia normocítica severa: hematócrito <15% ou hemoglobina <5 g/dl com 
parasitémia superior a 10.000 parasitas/μl. Se a anemia for hipocrómica e/ou 
microcítica deve excluir-se a anemia ferropénica e as hemoglobinopatias. 
 
• Insuficiência renal: definida como diurese <400 ml/ 24 horas em adultos ou 12 
ml/Kg/24 horas em crianças, na ausência de desidratação ou creatinina > 265 μmol/l 
(>3 mg/dl). 
 
• Edema agudo de pulmão ou ´´distress´´ respiratório do adulto. Pode aparecer vários 
dias após o início do tratamento antimalárico ou quando a parasitémia tiver 
diminuído. Deve-se distinguir daquele causado pela sobrecarga hídrica. 
 




• Coagulação intravascular disseminada. 
 




• Hiperparasitémia > 5% em indivíduos semi-imunes. 
 
 




A malária grave em crianças africanas inclui principalmente três síndromes clínicas: malária 
cerebral, anemia grave e a malária associada à hiperpnéia (respiração rápida e profunda). Apesar de 
estudos realizados no Quénia (Marsh., 1992), Malawi (Slutsker et al., 1994) e Nigéria (Olumese et 
al., 1995) sugerirem que a presença  destas síndromes clínicas varia com as diferentes faixas etárias, 
na África sub-Sahariana, existe uma sobreposição extensiva dos mesmos (figura 8), podendo estes 
(Adaptado de Report of a WHO Technical Consultation., WHO, 2001) 
     
 - 13 -
ocorrerem isoladamente ou em combinação (Marsh et al., 1995). Normalmente, os acompanhantes 
destas crianças referem febre de evolução de 1 à 3 dias, antes da admissão hospitalar, enquanto que 
as manifestações neurológicas, quando presentes, iniciam-se usualmente 12 horas após a admissão 
(Musoke., 1966).  
Apesar da maioria das mortes ocorrer nas 24 horas, após a instituição do tratamento, os 
pacientes que sobrevivem recuperam plenamente ao fim de  48 horas (Waller et al, 1995). No 
entanto, cerca de 9 `a 12% dos sobreviventes com malária grave, principalmente a forma cerebral, 

























I.6 - Diagnóstico da malária 
 
A importância da identificação acurada do agente etiológico da malária tem como principal 
objectivo o tratamento adequado e atempado do paciente. Neste âmbito, o diagnóstico da malária 
deve levar sempre em consideração dados epidemiológicos, clínicos e laboratoriais. 
 
Malária  não 
complicada 1% 
Malária com anemia 
grave 1% 
Malária+ 
hiperpnéia  24% 
 
Malária  cerebral 
7% 
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● Diagnóstico epidemiológico: para este tipo de diagnóstico é necessário avaliar as seguintes 
informações: a) área de procedência do caso; b) existência de casos na região e c) tempo de 
permanência na área endémica. 
● Diagnóstico clínico ou presuntivo: o elemento fundamental no diagnóstico clínico da malária, 
tanto nas áreas endémicas como não-endémicas, é sempre assumir a possibilidade da doença uma 
vez que indivíduos semi-imunes podem ser portadores assintomáticos. Como a distribuição 
geográfica da malária não é homogénea, nem mesmo nos países onde a transmissão é elevada, 
torna-se importante durante o exame clínico colher informações sobre a área de residência ou relato 
de viagens às áreas endémicas. Além disso, informações sobre transfusões de sangue, partilha de 
agulhas em usuários de drogas injectáveis e transplantes de órgãos podem sugerir a possibilidade de 
malária induzida. 
● Diagnóstico laboratorial: O diagnóstico de confirmação da infecção malárica só é possível pela 
demonstração da presença do parasita ou de antígenos relacionados, no sangue do paciente. Por 
outro lado, a presença de anticorpos ou DNA parasitário podem indicar a existência de uma 
infecção anterior. Alguns métodos de diagnóstico laboratorial estão descritos a seguir: 
o Microscopia óptica: é uma técnica que consiste na observação de uma gota espessa de 
sangue, para a identificação rápida dos parasitas, e de um esfregaço sanguíneo para a 
observação a identificação das espécies de plasmódios, sua morfologia e seus estágios de 
desenvolvimento. Para esta técnica é necessário fazer a coloração de Giemsa (Merck).  
 
o Imunotestes: também chamados de testes rápidos, são baseados na detecção de antígenos 
específicos do parasita, por imunocromatografia, utilizando anticorpos monoclonais e 
policlonais. 
 
o Reacção em Cadeia da Polimerase (PCR): consiste numa técnica molecular que permite 
replicar artificialmente (in vitro) o DNA parasitário, através da enzima polimerase de DNA. 
Esta enzima reconhece pequenas sequências nucleotídicas às quais se liga extendendo as 
cadeias de DNA e produzindo uma cópia complementar que se reproduz através da adição 
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I.7 - Estratégias de controlo da malária  
 
O controlo da malária tem por objectivo principal a redução da taxa de infecção, bem como 
a de morbilidade e mortalidade causada pela doença. Devido à ausência de uma vacina eficaz, 
apesar de inúmeros candidatos à mesma (Macete et al., 2007 a,b), os métodos utilizados no controlo 
da malária baseiam-se essencialmente em medidas de prevenção, através do controlo do vector e da 
educação sanitária, e em medidas terapêuticas como o tratamento farmacológico da doença. 
 
I.7.1 - Controlo do vector 
 
Esta estratégia resulta de um conjunto de acções integradas que têm, por base, as 
características dos locais de intervenção tais como como a biologia do vector aí existente, a taxa de 
transmissão da infecção e a morbilidade da doença nessa área, as infra-estruturas de saúde 
existentes e seus recursos, as condições ambientais e mesmo a situação sócio-económica dos 
residentes. Para o sucesso duma campanha de controlo do vector é necessário a colaboração entre os 
serviços de saúde e entidades públicas ou privadas, com impacto na educação na saúde em geral, 
sobre o tipo de vector, o envolvimento das comunidades locais, a existência de legislação e 
regulamentos de suporte, assim como o uso racional de insecticidas e boas práticas de 
manuseamento dos mesmos (W.H.O., 2006a). As medidas principais, utilizadas na prevenção da 
malária pelo controlo do vector estão exemplificadas na tabela que se segue (tabela 2). 
 
Tabela 2 - Medidas de controlo do vector  
 
Acção  Medida 
 
Redução do contacto  
homem-mosquito 
 Redes mosquiteiras tratadas com insecticidas 
Uso de repelentes 
Uso de roupa protectora 
Protecção das casas 
Destruição dos mosquitos  
adultos 
 Redes mosquiteiras tratadas com insecticidas 
Pulverização residual domiciliária 
Uso de insecticidas 
Destruição das larvas  
de mosquitos 
 Controlo biológico 
Uso de larvicidas nas águas 
Redução dos criadouros  Saneamento básico 
Drenagem 
Participação social  Educar e motivar a participação da comunidade 
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I.7.2 - Antimaláricos  
 
Os primeiros tratamentos das febres provocadas pela malária foram realizados recorrendo a 
plantas medicinais, sendo as principais isoladas a partir de árvores de Chinchona (quinino) e de 
Artemísia annua (artemisinina). O quinino foi, em determinada época, o único fármaco disponível 
na terapia e profilaxia da malária (Wernsdorfer 1994; Menezes et al, 2001). A partir da estrutura 
deste composto foram desenvolvidos vários análogos, como por exemplo a cloroquina e a 
amodiaquina.  
A cloroquina foi considerada o antimalárico ideal por ser pouco tóxico, bastante eficaz, de 
fácil administração e economicamente acessível (Menezes et al., 2001). Assim, durante um longo 
período de tempo a cloroquina foi considerada como o antimalárico de primeira linha no tratamento 
da malária não grave. No entanto, o aparecimento e a propagação de resistências a este fármaco 
originou uma utilização mais frequente dos antimaláricos da classe dos antifolatos, para os quais 
rapidamente se verificou uma diminuição da susceptibilidade do parasita e o desenvolvimento da 
resistência. A perda de eficácia da cloroquina e dos antifolatos originaram um aumento progressivo 
no uso da mefloquina e, mais recentemente, da artemisinina e seus derivados.  
Existem diversos antimaláricos disponíveis para o tratamento de infecções por Plasmodium 
spp que podem ser classificados com base na estrutura química e/ou no principal mecanismo de 
acção ou com base no local de acção no ciclo evolutivo do parasita, sobre a qual incide a sua acção. 
Estes podem ser nomeadamente: a) esquizonticídas sanguíneos, que actuam sobre a fase 
intraeritrocitária impedindo o desenvolvimento dos parasitas à fase de esquizonte; b) 
esquizonticídas tecidulares, que previnem o desenvolvimento de esquizontes hepáticos; c) 
hipnozoiticídas, que actuam sobre os hipnozoítos hepáticos, nas espécies P. vivax e P. ovale e d) 
gametocídas, que destroem as formas sexuais intra-eritrocíticas (Frédérich et al., 2002) (tabela 3).  
 
Tabela 3 - Antimaláricos classificados de acordo com  a fase do ciclo de vida do parasita em que 
actuam (Adaptado de Frédérich et al., 2002) 
 
 
Esquizonticídas sanguíneos  
Cloroquina, Mefloquina, Quinino, Halofantrina, 
Artemisinina; Pirimetamina, Sulfonamidas, 
Atovaquona, Antibióticos 
Esquizonticídas tecidular  Primaquina, Pirimetamina, Sulfonamidas 
Hipnozoiticídas  Primaquina 
Gametocídas  Primaquina – P. falciparum 
Quinino – P.vivax, P.malariae, P.ovale 
Artemisinina – P. falciparum 
     
 - 17 -
Actualmente a OMS recomenda o uso de combinações terapêuticas, preferencialmente com 
derivados de artemisinina (ACTs), no tratamento de malária não complicada por P. falciparum 
(W.H.O., 2006b). As vantagens da utilização dos ATCs estão relacionadas com o modo de acção e 
características muito particulares desta classe de fármacos, tais como: a rápida e significativa 
redução da parasitémia, a rápida resolução dos sintomas clínicos, a eficácia contra estirpes de P. 
falciparum multiresistentes, a redução do transporte de gametócitos (o que reduz a transmissão), a 
boa tolerância, a ausência de resistência documentada e os poucos efeitos clínicos adversos 
(http://www.rbm.who.int/). O conceito de terapia combinada baseia-se no potencial sinérgico ou 
aditivo de dois ou mais medicamentos, a fim de melhorar a eficácia terapêutica e retardar o 
desenvolvimento de resistências aos componentes individuais da associação.  
 
I.8 - Resistência aos antimaláricos 
 
A resistência aos antimaláricos é um dos principais factores que limitam o sucesso do 
tratamento da malária, sendo responsável pelo mais recente aumento de mortalidade relacionado 
com malária, principalmente em África (White., 2004). O fenómeno de resistência aos 
antimaláricos já foi descrito em três das quatro espécies que infectam humanos. O P. falciparum 
desenvolveu resistência à maioria dos antimaláricos existentes, excepto para a artemisinina e seus 
derivados (tabela 4.), o P. vivax possui já documentada resistência à cloroquina, à primaquina e à 
sulfadoxina/pirimetamina (Murphy et al., 1993; Looareesuwan et al., 1997) e em P. malariae foi 
descrita resistência à cloroquina (Maguire et al., 2001).  
Sendo o P. falciparum a espécie com maior prevalência nas zonas endémicas e também com 
maior virulência, a resistência aos antimaláricos nesta espécie é um problema alarmante ao nível da 
saúde pública e responsável por quebra de diversos programas de controlo (Murphy et al, 1993; 
Looareesuwan et al, 1997).  
 
Tabela 4 - Antimaláricos mais utilizados, datas da sua introdução e primeiros registos de resistência 








(Adaptado de Wongsrichanalai et al., 2002). 
     
 - 18 -
A resistência aos antimaláricos tem ainda como consequência maior um aumento do custo 
global dos programas de controlo da doença, considerando que as falhas terapêuticas requerem 
novas consulta nos centros de saúde ou hospitais para novo diagnóstico e tratamento, resultando na 
perda de dias de trabalho pelos adultos e absentismo escolar por parte das crianças (W.H.O., 2005a). 
 
I.8.1 - Distribuição geográfica da resistência aos antimaláricos 
 
A resistência aos antimaláricos distribui-se geográficamente de forma diferente dependendo 
da espécie de Plasmodium e do antimalárico (figura 9). No P. malariae foi registada resistência à 
cloroquina na Indonésia (Maguire et al., 2001). No P. vivax a resistência à S/P foi registada em 
diversas regiões, e no caso da cloroquina na Indonésia, Timor Este, Papua Nova Guiné e no Peru 
(W.H.O., 2006b). Na Tailândia surgiu P. vivax tolerante à primaquina (Looareesuwan et al., 1997).  
 
Os primeiros relatos de resistência de P. falciparum à cloroquina surgiram na América do 
Sul, na Colômbia em 1959 (Moore & Lanier, 1961), na Venezuela (Maberti, 1960) e no Sudeste 
Asiático, em 1960 (Harinasuta et al, 1962). Em África, foram reportados casos de resistência à 
cloroquina, em 1978, no Quénia e Tanzânia. Actualmente, parasitas resistentes à cloroquina 
encontram-se em todas as zonas onde a malária é endémica, com excepção em algumas regiões na 
América Central.  
 
A resistência à S/P ocorre frequentemente no Sudeste Asiático e América do Sul sendo 
prevalente em África. A resistência à mefloquina é frequente em algumas áreas do Sudeste Asiático, 












     


















Figura 9 - Mapa da distribuição geográfica da resistência de P. falciparum aos antimaláricos 
(Adaptado de W.H.O., 2005b).     - Resistência à cloroquina;     - Resistência à sulfadoxina-pirimetamina; ▄ - Resistência 
à mefloquina; O - Áreas sem malária;        - Áreas onde ocorre transmissão de malária. 
 
   
I.8.2 - Classificação da resistência in vivo 
 
O método in vivo é um teste de avaliação da eficácia terapêutica, ou seja, avalia a resposta 
do P. falciparum aos antimaláricos no paciente infectado. O primeiro teste in vivo foi desenvolvido 
em 1965, logo após terem surgido os primeiros casos de resistência à cloroquina. Em 1973 a OMS 
definiu uma classificação de resistência in vivo em três níveis: RI, RII, RIII e S (susceptibilidade), 
baseado no período de tempo que decorre entre o desaparecimento dos parasitas após o tratamento e 
uma recrudescência (W. H. O., 1973).  
Esta classificação foi modificada em 1996 (figura 10) e reagrupada em: i) ETF (Early 
Treatment Failure) – agravamento ou persistência dos sintomas clínicos com parasitémia no 
decorrer dos três dias após o tratamento; ii) LTF (Late Treatment Failure) – reaparecimento dos 
sintomas com parasitémia entre o quarto e o décimo quarto dia após o tratamento; iii) ACR 
(Adequate Clinical Response) – ausência de parasitémia ou de sintomas clínicos ao décimo quarto 




     


















Figura 10 - Resposta clínica do indivíduo ao tratamento, segundo as classificações de 1973 e  1996  
propostas pela OMS (Adaptado de http://www.malariasite.com/malaria/); p patente = parasitémia 
patente. 
 
I.8.3 - Factores que influenciam o aparecimento da resistência 
 
Numerosos factores poderão influenciar o aparecimento da resistência aos antimaláricos, 
desde aqueles relacionados com a genética do parasita e do vector, até aos factores farmacocinéticos 
e farmacogenéticos. Assim, e sumáriamente, podemos considerar alguns destes factores, abaixo 
mencionados: 
 
I.8.3.1 - Factores relacionados com o hospedeiro humano 
 
● Imunidade: após um tratamento, pode permanecer uma parasitémia residual que normalmente 
deverá ser eliminada pelo sistema imunitário. Uma diminuição da eficiência do sistema imunitário 
ou uma resposta imune não específica, resulta na permanência desta parasitémia residual, e apesar 
do crescimento dos parasitas ser afectado quando o fármaco é absorvido, desaparece o factor de 
inibição e o parasita retoma o seu desenvolvimento normal, originando consequentemente uma 
nova geração parasitária. Esta situação contribui para a existência de uma proporção de parasitas 
resistentes superior à inicial, contribuindo assim, para o desenvolvimento e intensificação da 
resistência (White., 1997). 
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● Genes de susceptibilidade à infecção malárica: durante o curso da evolução humana surgiram, 
em regiões onde a malária é endémica, alterações genéticas em alguns genes do hospedeiro, que 
conferiram resistência à infecção por P. falciparum. Esta resistência pode ser analisada 
individualmente, quando apenas uma minoria das infecções resulta em complicações graves, como 
a nível populacional, mais amplo. Por exemplo, na África Ocidental, os Fulani apresentam 
parasitémias consideravelmente menores que os restantes grupos que habitam a mesma região 
(Modiano et al, 1996). Compreender a base molecular destas diferenças é fundamental para o 
conhecimento dos mecanismos envolvidos na patogénese da doença, e para o seu controlo, dado ser 
hoje possível, em programas de controlo, a manutenção de parasitémias baixas, sem sintomatologia, 
com estabelecimento de imunidade permanente clinicamente protectora. 
 
Muitos dos genes associados à redução do risco de infecção desempenham funções 
importantes na estrutura e metabolismo do eritrócito, como acontece com as cadeias α e β da 
hemoglobina, com o grupo sanguíneo Duffy (FY), em P. vivax, com a glucose-6-fosfato 
desidrogenase (G6PD), entre outros. Contudo, a variabilidade na resposta do hospedeiro à infecção 
não se deve apenas aos loci com expressão eritrocitária, mas também a outros genes que codificam 
proteínas intervenientes noutras fases da infecção, entre os quais se destacam a molécula de adesão 
intercelular- 1 (ICAM-1), molécula de adesão às células vasculares (VCAM-1) e a glicoproteína IV 












Figura 11 - Interacção entre proteínas expressas à superfície dos eritrócitos parasitados e os 
receptores do hospedeiro (Adaptado de Miller et al., 2002). 
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Um passo crítico na infecção por P. falciparum é a adesão dos eritrócitos parasitados ao 
endotélio dos capilares de vários tecidos e órgãos, incluindo a pele, os pulmões, os músculos, o 
coração e o cérebro (Miller., 1994; Miller et al., 2002). Este processo, conhecido por sequestro, 
contribui para a severidade da doença pois, para além de provocar uma oclusão microvascular local, 
que no cérebro parece estar associada à malária cerebral, inibe a resposta imune ao parasita ao 
evitar que os eritrócitos infectados sejam fagocitados no baço. O sequestro resulta da interacção 
entre proteínas do parasita e receptores do hospedeiro, como por exemplo a trombospondina, a 
molécula de adesão intercelular- 1 (ICAM-1), a molécula de adesão às células vasculares (VCAM-1) 
e o CD36.  
 
●Farmacogenética: a metabolização dos antimaláricos pelo organismo humano varia entre os 
indivíduos, devido à acção de enzimas maioritariamente membros da super família dos citocromos 
(CYPs) P450: CYP2C19, CYP2C8, CYP3A4 e CYP3A5 (Gião et al., 2001). Além de participar no 
metabolismo da cloroquina, amodiaquina, mefloquina e proguanil, estas enzimas também 
metabolizam a primaquina (CYP1A2 e CYP2D6), o artesunato (CYP2A6) e a halofantrina 
(CYP3A4) (Li XQ et al., 2002). Vários factores podem inibir ou induzir a actividade dos CYPs 
P450, entre eles o polimorfismo genético, a desnutrição, a deficiência de micronutrientes, os 
processos infeciosos e inflamatórios e o consumo simultâneo de outros medicamentos 
metabolizados pela mesma via.  
Os genes que codificam estas enzimas são polimórficos, originando enzimas com 
capacidades catalíticas variáveis resultando em cinéticas de metabolização diferentes de indivíduo 
para indivíduo, o que pode ser confundido com falência terapêutica. Adicionalmente, uma 
metabolização mais rápida do fármaco pode contribuir para a exposição do parasita à doses sub-
terapêuticas, o que contribui para a não realização de uma protecção terapêutica e ao aumento do 
risco de resistência do parasita ao fármaco (Wernsdorfer., 1991, Vennerstrom et al., 2000, White., 
2004). 
 
I.8.3.2 - Factores relacionados aos fármacos antimaláricos 
 
 
● Dosagem: a exposição regular a doses sub-terapêuticas de antimaláricos é um dos factores mais 
importantes para a selecção de parasitas resistentes (Ettling et al., 1995, Payne, 1988).  
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● Resistência cruzada: dado alguns antimaláricos terem estruturas químicas similares, com 
mecanismos de acção comuns, permite que a resistência a um deles automaticamente desenvolva 
resistência a outro antimalárico (Basco et al., 1991). 
 
● Farmacocinética: a concentração de antimalárico no sangue pode ser suficiente para exercer 
pressão selectiva sobre os parasitas, mas insuficiente para realizar uma protecção profiláctica ou 
terapêutica (Wernsdorfer, 1991). Um outro factor está relacionado com a terapêutica recorrendo a 
combinações de fármacos, com tempos de semi-vida diferentes, que pode seleccionar parasitas 
resistentes durante o período em que um dos fármacos já foi completamente eliminado (Watkins et 
al., 1993). 
  
● Propriedades intrínsecas ao fármaco: a qualidade do fármaco tem sido associada ao 
desenvolvimento e propagação de resistências aos antimaláricos e à falência terapêutica, uma vez 
que o manuseamento e armazenamento inadequados podem resultar numa diminuição da 
concentração do princípio activo do fármaco (Shakoor et al., 1997; Ballereau et al., 1997). Por 
princípio, neste grupo não se deve incluir a lamentável existência de fármacos fraudulentos, 
usualmente disponíveis em mercados paralelos. 
 
I.8.3.3 - Factores relacionados ao parasita 
 
 
● Marcadores moleculares de resistência: a investigação sobre marcadores moleculares 
parasitários é relevante para o combate à malária, sobretudo a causada por P. falciparum, porque: i) 
possibilita uma identificação de novos alvos terapêuticos, ii) estabelece novos métodos de 
identificação e diagnóstico da resistência aos antimaláricos, iii) permite um melhor conhecimento 
sobre mecanismos de susceptibilidade aos antimaláricos e, finalmente, iv) permite correlacionar 
dados clínicos com laboratoriais. Consequentemente, em estudos com populações, seria possível 
efectuar uma avaliação da frequência de “mutações resistentes” numa determinada região endémica, 
quando existam marcadores moleculares associados. Assumindo que exista uma correlação total (ou 
pelo menos elevada) entre uma determinada mutação ou mutações e a resistência a um determinado 
composto antimalárico, espera-se que a frequência de alelos mutantes reflicta, aproximadamente, a 
frequência da população parasitária fenotípicamente resistente. Por essa razão a identificação de 
marcadores moleculares de resistência (tabela 5) tem sido nas últimas décadas uma prioridade da 
investigação científica em malária. 
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A existência de uma ou mais mutação em determinados genes (polimorfismo) pode conferir 
ao parasita uma vantagem adaptativa à presença dos antimaláricos, em relação a parasitas 
portadores do alelo selvagem (Trotta et al., 2004). Actualmente, os genes pfdhfr e pfdhps 
(pirimetamina e sulfadoxina) e pfcyb (atovaquone) são os únicos genes considerados verdadeiros 
marcadores moleculares de resistência. Potencialmente associados à resistência estão os genes 
pfmdr1 (cloroquina, amodiaquina, mefloquina e quinino) e pfcrt (cloroquina). Mais recentemente 
foram associados os genes pftctp (Walker et al., 2000), pfubp-1 (Afonso et al., 2006; Hunt et al., 
2007) e pfATPase6 (Jambou et al., 2005; Uhlemann et al., 2005) à resposta parasitária à 
artemisinina. No entanto, estudos com estes marcadores nunca foram definitivamente 
comprovativos de associação à resistência seja clínica seja em ensaios in vitro. 
 















(Adaptado de Wongsrichanalai et al., 2002) 
 
I.8.4 - Multiresistência 
 
A designação de multiresistência a antimaláricos refere-se ao fenótipo de resistência a dois 
ou mais fármacos, fenómeno este que tem sido observado em P. falciparum. Este fenótipo, pode 
surgir em simultâneo ou como resistência cruzada e resulta da utilização frequente e simultânea dos 
antimaláricos, provocando uma pressão selectiva que culmina no aparecimento do fenómeno de 
multiresistência. A resistência cruzada entre antimaláricos está relacionada com aspectos comuns 
dos seus mecanismos de acção, bem como dos mecanismos de resistência associados (Le Bras & 
Durand., 2003). Este fenómeno provoca graves repercussões, no controlo da malária, uma vez que 
reduz substancialmente a quantidade de antimaláricos disponíveis e efectivos para o combate da 
doença, numa dada zona endémica.  
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Geralmente, nas áreas onde há resistência a antimaláricos da classe das 4-aminoquinoleínas 
(especialmente a cloroquina) e aos antifolatos (especialmente à pirimetamina) e onde um terceiro 
fármaco já não seja eficaz considera-se estabelecido o fenómeno de multiresistência. Actualmente, a 
zona mais afectada pelo fenómeno de multiresistência é o Sudoeste Asiático embora na América 
Latina e em África haja estudos fragmentados que poderão ser conducentes a conclusão similar 
(Wongsrichanalai et al., 2002; Lim et al., 2003). 
 
I.8.5 - Potenciais combinações terapêuticas para o tratamento da malária 
 
O conceito de associação terapêutica baseia-se no potencial sinérgico ou cumulativo de dois 
ou mais medicamentos, para melhorar a eficácia terapêutica e impedir o desenvolvimento de 
resistência aos componentes individuais da associação, consistindo assim no uso simultâneo de dois 
ou mais medicamentos com modos de acção independentes e alvos bioquímicos diferentes (Olliaro 
& Taylor, 2004; Sutanto et al., 2004; Talisuna et al., 2004). Como consequência do alastramento do 
fenómeno de resistência, aos antifolatos e à cloroquina, na maioria das regiões onde a malária é 
endémica, têm sido realizados estudos no sentido de avaliar a eficácia da utilização de novas 
combinações associadas de antimaláricos da classe das 4 aminoquinoleinas, tais como a cloroquina 
e a amodiaquina. A combinação da sulfadoxina/pirimetamina associada à amodiaquina tem sido 
reportada por alguns autores como sendo bastante eficaz no tratamento de malária simples (Gasasira 
et al. 2003; Aubouy et al., 2003), enquanto que a combinação terapêutica da 
sulfadoxina/pirimetamina associada à cloroquina não tem apresentado resultados favoráveis (Basco 
et al., 2002, Gasasira et al., 2003; Bloland, 2003; Schwobel et al., 2003). 
 
Em relação a artemisinina e seus derivados, apesar da sua forte actividade antimalárica, a 
utilização destes em monoterapia é limitada pelo facto de apresentarem elevadas taxas de 
recrudescência provavelmente devido não a resistência mas ao curto tempo de semi-vida activa do 
fármaco. Como tal, é necessário combinar a artemisinina ou seus derivados com outros fármacos, 
individualmente, nomeadamente, a amodiaquina, sulfadoxina/pirimetamina, mefloquina, 
lumefantrina, entre outras, combinações estas que apresentam um efeito sinergístico no tratamento 
de infecções por P. falciparum (Chawira & Warhurst., 1987; Nosten & Price., 1995; W.H.O., 
2006b). A combinação da artemisinina ou dos seus derivados com outros antimaláricos tem 
provocado grande interesse devido ao seu potencial no tratamento de P. falciparum (W.H.O., 
2006b).  
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I.8.6 - Modo de acção dos antimaláricos e mecanismos de resistência associados  
 
Nesta secção, serão abordados os modos de acção e os mecanismos inerentes à resistência 
aos antimaláricos de maior relevância para este estudo, nomeadamente do grupo das quinoleínas 
(exceptuando a mefloquina), dos antifolatos e a artemisinina e seus derivados. 
 
I.8.6.1 - Antimaláricos do grupo das quinoleínas 
 
O grupo de antimaláricos com maior expressão no tratamento e profilaxia da malária é o da 
classe das quinoleínas, nomeadamente, o quinino, a mefloquina, a cloroquina e a amodiaquina. 
Apesar dos mecanismos de acção ainda não se encontrarem completamente esclarecidos, pela 
similaridade entre a estrutura química destes fármacos, pensa-se que existirão factores comuns 
relacionados aos mecanismos de resistência. 
 
I.8.6.1.1 - Cloroquina 
 
A cloroquina (CQ) é uma 4-aminoquinolina quimicamente derivada do quinino, sintetizada 
na Alemanha durante a segunda Guerra Mundial. Foi considerado, durante muito tempo, o fármaco 
de primeira linha no tratamento da malária não grave, até ao aparecimento dos primeiros relatos de 
resistência, nos finais dos anos 50. No entanto, principalmente em algumas regiões de África este 
fármaco continua a ser frequentemente utilizado. 
 
●Mecanismo de acção da cloroquina 
 
O mecanismo de acção da CQ baseia-se na interferência do fármaco no mecanismo de 
digestão da hemoglobina por parte dos parasitas. O P. falciparum digere hemoglobina dentro do seu 
vacúolo digestivo onde a proteólise desta proteína resulta na formação de um produto denominado 
hemo ou ferriprotoporfirina IX (FPXI). A FPXI é altamente tóxica para o parasita causando um 
aumento da permeabilidade das membranas e conduzindo eventualmente à lise celular (Slater et al., 
1991). Por esta razão, o parasita possui um mecanismo enzimático de destoxificação celular, que 
consiste na polimerização da FPXI num cristal inerte (hemozoína). A CQ actua por acumulação em 
concentrações elevadas no vacúolo digestivo do parasita, podendo atingir mais de 100 vezes as do 
plasma (Gligorijevic et al., 2006; Sullivan et al., 1998), onde impede a formação de hemozoína e 
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consequentemente a destoxificação da FPXI, originando a morte dos parasitas (Zhang et al., 1999; 
Ginsburg., 1999).  
 
● Mecanismo de resistência à cloroquina 
 
A resistência do P. falciparum à CQ parece estar associada a um aumento da capacidade do 
parasita para expelir o fármaco ocorrendo numa taxa que não permite atingir os níveis necessários 
para inibir a polimerização do grupo heme (Foley et al., 1997). Este fluxo de fármaco ocorre a uma 
taxa 40 a 50 vezes superior, em parasitas resistentes, relativamente a parasitas sensíveis, resultando 
numa menor acumulação de fármaco em parasitas resistentes (Krosgstad et al., 1992, Peel, 2001). A 
cinética de importação deste fármaco foi associada ao fenótipo de resistência à CQ, no cruzamento 
entre clones (Wellems et al., 1990).  
Dois genes, presentes na membrana do vacúolo digestivo do parasita (local de actuação da 
CQ), têm sido alvo de inúmeros estudos: os genes pfmdr1 e o pfcrt . Um trabalho de transfecção 
genética pareceu indicar que mutações pontuais no gene pfmdr1, codificando alterações nos 
aminoácidos 1034, 1042 e 1246, podem modular a sensibilidade à CQ (Reed et al., 2000). No 
entanto, a associação entre o gene pfmdr1 e a resistência à cloroquina não está completamente 
esclarecida e é controversa. Alguns estudos com isolados provenientes de várias áreas geográficas 
da Ásia e África indicam existir uma correlação positiva entre a mutação pfmdr1 N86Y e a 
resistência à CQ (Gomez-Saladin et al., 1999; Nagesha el al., 2001; Ngo et al., 2003; Cojean et al., 
2006; Duah et al., 2007).  
Em isolados provenientes do Brasil foi verificada uma associação entre os polimorfismos 
pfmdr1 N1042D e pfmdr1 D1246Y e a resistência in vitro à CQ (Póvoa et al., 1998). O gene pfcrt 
codifica uma proteína transmembranar, localizada no vacúolo digestivo do parasita. Este gene pode 
apresentar entre 6 a 8 mutações pontuais que podem modular os níveis de susceptibilidade da 
cloroquina, incluindo uma que aparentemente desempenha um papel fundamental na resistência à 
cloroquina, a pfcrt K76T (Severini et al., 2006).  
Mutações pontuais neste gene, em particular a mutação pfcrt K76T, têm sido associadas com 
a resistência do P.falciparum à CQ in vitro e in vivo em isolados provenientes de África, Sudeste 
Asiático e América do Sul (Adagu & Warhurst., 2001; Djimde et al., 2001; Labbé et al., 2001; 
Lopes et al., 2002; Ochong et al., 2003; Huaman et al., 2004; Plummer et al., 2004; Hatabu et al., 
2005; Sarr et al., 2005; Cojean et al., 2006; Menard et al., 2006; Duah et al., 2007; Ojurongbe et al., 
2007; Ursing et al., 2007). Contudo, outros estudos demonstram existir uma fraca ou não existir 
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associação entre a mutação K76T do gene pfcrt e a resistência à CQ in vivo e in vitro (Talisuna et 
al., 2002; Kyosiimire-Lugemwa et al., 2002; Thomas et al., 2002; Daily et al., 2003). 
 
I.8.6.1.2 - Amodiaquina 
 
A amodiaquina (AMQ) é uma 4-aminoquinoleína com uma estrutura química muito 
semelhante à cloroquina também muito utilizada no tratamento de malária não grave. Em algumas 
áreas endémicas, em África, é considerada como uma das últimas alternativas económicamente 
viávéis à cloroquina, tendo sido utilizada como monoterapia durante muitos anos (Aubouy et al., 
2003; Barennes et al., 2004). Esta quinoleína constitui um bom fármaco para utilização em 
associações terapêuticas (Molta et al., 2003; Barennes et al., 2004; Checchi et al., 2004; Talisuna et 
al., 2004 c), sendo considerado como um medicamento valioso na combinação com os ACTs 
embora algumas informações disponíveis sugiram um certo grau de resistência cruzada com a CQ 
(Adjuik et al., 2002, Olliaro & Mussano, 2003). No entanto, a amodiaquina, principalmente em 
crianças, pode apresentar alguns efeitos colaterais adversos (Adónis-Koffy et al., 2003).  
 
● Mecanismo de acção da amodiaquina 
 
Pela similaridade da estrutura química apresentada entre a amodiaquina e a cloroquina, tem 
sido assumido que os mecanismos de acção possam apresentar moléculas e/ou vias metabólicas 
alvo comuns a ambos. Está estabelecido que tal como a cloroquina, a amodiaquina é acumulada no 
vacúolo digestivo do parasita inibindo a polimerização dos grupos heme, aumentando o seu fluxo 
para fora do vacúolo. Esta quinoleína inibe ainda a degradação dos grupos heme efectuada pela 
glutationa, o que permite que este se acumule na membrana do parasita (Ginsburg et al., 1998).  
 
● Mecanismo de resistência à amodiaquina 
 
O mecanismo de resistência à AMQ não é conhecido, mas devido à sua semelhança com a 
CQ assumiu-se que os mecanismos de resistência do parasita a estes dois antimaláricos apresentem 
vários aspectos em comum (Ochong et al., 2003). Existem evidências da implicação de mutações 
pontuais nos genes pfcrt e pfmdr1 na resistência in vivo a esta quinoleína. Alguns estudos associam 
a resistência in vivo à amodiaquina com a mutação pfcrt K76T (Ochong et al., 2003; Dokomajilar et 
al., 2006; Ursing et al., 2007), outros associam-na com as mutações pfmdr1 N86Y e pfmdr1 
     
 - 29 -
D1246Y (Dokomajilar et al., 2006; Holmgren et al., 2007; Nsobya et al., 2007), e alguns parecem 
indicar que resistência in vivo à amodiaquina se relaciona com a presença de mutações em ambos 
genes [pfcrt K76T e pfmdr1 N86Y (Happi et al., 2006)]. No entanto, estes resultados são 
controversos. Um estudo recente realizado no Quénia indicou que a resistência in vivo à 
amodiaquina não está relacionada com a amplificação do gene pfmdr1 (Holmgren et al., 2006). 
Por outro lado, um outro estudo recente (Tinto et al., 2008), realizado no Burkina Faso, onde 
se investigou a relação entre os dois principais marcadores moleculares de resistência à CQ 
(pfcrt76T e pfmdr1 86Y) com a eficácia clínica da AMQ, mostrou que a prevalência de pfcrt 76T e 
pfmdr1 86Y ou ambas mutações na mesma infecção foi significativamente mais elevada em 
pacientes que tiveram recrudescência do que naqueles que responderam ao tratamento. Esta 
observação mostra a utilidade destes dois marcadores moleculares para monitorização da resistência 
à AMQ, principalmente nos países onde este medicamento é utilizado em combinação com o 
artesunato, como primeira ou segunda linha de tratamento para a malária.   
 
I.8.6.1.3 - Quinino  
 
O quinino (QN) é um alcalóide derivado da casca da Cinchona usado na prática clínica há 
mais de 350 anos. Em 1820, o quinino foi isolado por Pierre Pelletier e Joseph Caventou e, em 1944, 
foi sintetizado pela primeira vez em laboratório (Frédérich et al., 2002).  
Apesar do seu longo tempo de utilização o QN continua eficaz no tratamento de todas as 
espécies que provocam malária humana e raramente se verificam elevados níveis de resistência in 
vivo. Devido à sua posologia e aos problemáticos efeitos secundários, não pode ser considerado 
como uma alternativa viável aos antimaláricos de primeira linha, no tratamento de malária não 
grave. Continuará, no entanto, a ser o fármaco de eleição como primeira linha, no tratamento de 
malária grave ou em casos de multi-resistência (Roche et al., 2003), embora existam países em que 
o mesmo é utilizado mais liberalmente por falta de vigilância na utilização de fármacos e na sua 
aquisição descontrolada. 
 
● Mecanismo de acção do quinino 
 
O seu mecanismo de acção ainda não está totalmente esclarecido. O quinino actua, 
principalmente, a nível das fases intra eritrocitarias assexuadas de Plasmodium. Tem sido assumido 
que este composto interfere com o mecanismo de digestão da hemoglobina efectuada pelo parasita 
(Geary et al., 1986). Alguns estudos parecem associar o quinino à inibição do processo de ingestão 
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da hemoglobina, por parte do parasita, a partir da célula hospedeira (Famin & Ginsburg, 2002), 
processo fundamental à sobrevivência do Plasmodium, uma vez que a hemoglobina representa para 
o parasita a fonte de aminoácidos necessária ao seu desenvolvimento. 
 
● Mecanismo de resistência ao quinino 
 
O mecanismo de resistência ao quinino tem sido associado à presença de mutações e/ou 
alteração na expressão do gene pfmdr1 (Reed et al., 2000; Ward & Bray, 2000; Ferdig et al., 2004; 
Sidhu et al., 2005; Duraisingh el al., 2005; Sidhu et al., 2006). Existem algumas evidências de que 
alteração do número de cópias e dos níveis de expressão do gene pfmdr1, podem influenciar a 
diminuição da susceptibilidade ao quinino (Ferdig et al., 2004; Burke et al., 2003; Wongsrichanalai 
et al., 2002). Estudos de transfecção demonstraram que mutações no gene pfmdr1, nos codões 1034, 
1042 e 1246, podem estar associadas à resistência ao quinino em várias linhas parasitárias (Reed et 
al., 2000; Ward & Bray, 2000). Um estudo realizado por Ferdig, demonstrou que os cromossomas 5, 
7 e 13 contêm genes que potencialmente contribuem para as variações na resposta do P. falciparum 
ao quinino (Ferdig et al., 2004). Na sequência deste estudo, foi implicado um transportador Na+/H+ 
(PfNHE) na resistência ao quinino tendo-se verificado que a sua actividade se encontrava 
aumentada nas estirpes resistentes ao quinino relativamente a estirpes sensíveis (Bennett et al., 
2007). 
Em pesquisas de genes e/ou transportadores associados à resistência a antimaláricos, o gene 
pfcrt foi identificado como um dos genes envolvido na resposta ao quinino, sendo as suas mutações 
consideradas um factor necessário mas não suficiente para justificar a capacidade do parasita para 
resistir a este fármaco (Mu et al., 2003; Cooper et al., 2002; Ferdig et al., 2004). 
 
I.8.6.2 - Antimaláricos do grupo dos antifolatos 
 
O fármaco, desta classe, considerado mais eficiente, com menos efeitos secundários, baixa 
toxicidade e consequentemente o mais utilizado, foi a pirimetamina, a qual foi introduzida como 
antimalárico, em 1952. A combinação sulfadoxina/pirimetamina (S/P) foi introduzida para o 
tratamento de P. falciparum de um modo globalizado durante os anos 60. Contudo, rápidamente 
surgiram os primeiros casos publicados de resistência na fronteira entre a Tailândia e a Cambodja 
(Wongsrichanalai et al., 2002). Existem, actualmente, níveis elevados de resistência a este 
composto, em grande parte do sudoeste Asiático, sul da China e Amazonas. A resistência à S/P só 
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atingiu o continente Africano nos anos 80, contudo, esta tem vindo a aumentar com o aumento da 
sua utilização (Wongsrichanalai et al., 2002).  
Actualmente, um certo número de países continuam a usar a S/P isoladamente ou em 
combinação para o tratamento da malária simples, quer como política nacional ou através da 
distribuição pelo sector privado. Adicionalmente, a S/P é actualmente a única opção segura para o 
tratamento intermitente da malária na gravidez (TIP), uma das principais intervenções promovidas 
pela Programa Global da Malária (OMS) para reduzir o baixo peso ao nascer, relacionado com a 
malária, nas áreas endémicas.  
Recentemente, a S/P tem sido associada a redução da malária na infância e, em alguns 
estudos, à anemia, quando administrado para o tratamento preventivo intermitente da malária em 
crianças (TIPi) (Chandramohan et al., 2005, Macete et al., 2006, Schellenberg et al., 2001) ou em 
crianças com menos de cinco anos de idade, quando administrado em combinação com artesunato 
(Cisse et al., 2006). 
 
●Mecanismo de acção da sulfadoxina/pirimetamina 
 
Estes dois fármacos actuam sinergicamente como inibidores da biossíntese dos folatos, 
essencial para o parasita, uma vez que este é incapaz de obter as pirimidinas a partir do seu 
hospedeiro (Ferone, 1977). O folato é um co-factor essencial em várias reacções de transferência de 
carbono, especialmente na biosintese da dihidrofolato reductase (dhfr) e timidilato sintetase (ts), que 
catalisam a síntese de timidina monofosfato (dTMP). O Plasmodium tem a capacidade de sintetizar 
este composto, no entanto, nesta síntese na reacção de conjugação da pteridina com PABA, o 
parasita necessita da enzima dhps activa, uma condição essencial para a síntese de ácido fólico 
(Quellette, 2001). A pirimetamina é um antagonista dos folatos, inibindo a enzima dhfr e causando 
a depleção de tetrahidrofolato. Assim, a pirimetamina liga-se à enzima dhfr-ts provocando por um 
lado um decréscimo na síntese de pirimidinas e consequente inibição da replicação de DNA, e por 
outro a diminuição da síntese de metionina e redução da conversão da glicína em serina. A 
sulfadoxina é uma sulfonamida que actua por inibição da enzima dihidropteroato sintetase (dhps), 
evitando a formação do dihidropteroato (Frédérich et al., 2002).  
 
●Mecanismo de resistência à sulfadoxina/pirimetamina 
 
A resistência à sulfadoxina/pirimetamina (Fansidar®) é um dos poucos exemplos de um 
mecanismo bem conhecido, surgindo pela presença de mutações pontuais nas regiões codificantes 
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do centro activo das enzimas dhfr e dhps. Foi demonstrado, através de estudos em P. falciparum e 
modelos murinos de malária, que a resistência à S/P surge pela presença de mutações pontuais nas 
regiões codificantes do centro activo das enzimas dhfr-ts e dhps (Foote et al., 1990; Peterson et al., 
1988; Carlton et al., 2001; Wongsrichanalai et al., 2002). Estão descritas 4 mutações pontuais no 
gene da dhfr associadas à resistência à pirimetamina: 108N, 51I, 59R e 164L e pensa-se que estas 
mutações se acumulam de um modo sequencial, iniciando-se com a 108N (Sirawaraporn et al., 
1997). Geralmente, a mutação no gene pfdhfr, no códão 108 (S108N), parece ser suficiente para 
conferir resistência à pirimetamina e consequentemente à S/P (Sibley et al., 2001), sendo esta a 
principal mutação associada com a resistência e a única encontrada isoladamente em populações 
naturais. O facto de uma única mutação ser suficiente para alterar a susceptibilidade a este fármaco 
explica a razão pela qual a resistência do parasita a este composto tenha surgido imediatamente 
após a generalização do seu uso, como terapêutica da malária (Cravo & Rosário., 2002).  
Apesar de mutações pontuais nos códões 436, 437, 540 e 613 no gene pfdhps estarem 
associadas à resistência à sulfadoxina (Brooks et al., 1994; Triglia & Cowman, 1994), estudos 
mostram que a presença de apenas duas mutações em pfdhps (437 e 540) é suficiente para se 
considerar como um pré-requisito para a resistência às sulfonamidas (Sirawaraporn et al., 1997, 
Mugittu et al., 2004). Um factor provavelmente relacionado com a emergência de mutações 
relacionadas aos antifolatos pode ser o uso amplamente disseminado do Cotrimoxazol ou Bactrim™ 
(trimetropim+sulfametoxazol), cujo mecanismo de acção antimicrobiana é através da inibição das 
mesmas enzimas envolvidas na biosíntese do ácido fólico, principalmente para a prevenção das 
infecções oportunísticas associadas ao VIH (Iyer et al., 2001; Thera et al., 2005). Um outro factor 
pode estar ligado às diferenças existentes entre as várias formulações de Cotrimoxazol, disponíveis 
no mercado paralelo, que podem ter uma biodisponibilidade e valores terapêuticos diferentes.  
Mutações nos codões 16, 51, 59, 108 e 164 em pfdhfr e 436, 437, 540, 581 e 613 em pfdhps 
têm sido referidas como predictivas no desenvolvimento de resistência à sulfadoxina/pirimetamina 
(Schmider et al., 2003), sendo que o conjunto das mutações 108N, 51I, 59R no gene pfdhfr e 437G 
e 540E no gene pfdhps, designado de quíntuplo mutante, tem sido considerado como marcador 
molecular para a falência terapêutica observada no tratamento de P. falciparum com S/P (Nzila et 
al., 2000; Jafari et al., 2003; Bwijo et al., 2003). Estes achados têm sido confirmados por estudos 
mais recentes acerca da falência terapêutica à S/P, quando utilizada em monoterapia, na análise das 
mutações em pfdhfr e pfdhps, em crianças menores de cinco anos com malária não complicada 
(Ndounga et al., 2007). Estudos realizados no Senegal mostraram a associação do quíntuplo 
mutante com a falência terapêutica a S/P, naquele País (Nzila et al., 2000, Kublin et al., 2002, 
Ndiaye et al., 2005, Ndiaye et al., 2006) que, segundo outros autores, confirma a invasão dos alelos 
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pfdhfr e pfdhps, observada na África Oriental, com a invasão do triplo mutante pfdhfr precedendo a 
invasão pelo duplo mutante em pfdhps (A437G e K540E) (Kublin et al., 2002, Roper et al., 2003). 
No entanto, a utilização destas mutações como marcadores moleculares de resistência à 
pirimetamina e sulfadoxina permanece controversa, uma vez que algumas investigações não 
estabelecem nenhuma associação com o resultado do tratamento (Rallon et al., 1999, Jelinek et al., 
1997). Adicionalmente, existem outras mutações no gene pfdhfr que necessitam ser analisadas em 
relação ao seu papel na resistência in vivo (Hankins et al., 2001). Por outro lado, existem outros 
factores relacionados com a falência ao tratamento com a S/P, como por exemplo a densidade 
parasitária (>100,000 μl de sangue) e a idade dos indivíduos em estudo  (Dorsey et al., 2000, Basco 
et al., 2000, White, 2002; Sowunmi et al., 2004; Happi et al., 2005). 
No que respeita a mutação pfdhfr 164 Leu, esta foi detectada no Distrito Muheza na 
Tanzânia, uma área com elevada resistência S/P, utilizando ensaios de expressão em leveduras 
(Hastings et al., 2002). Contudo, usando as técnica de PCR-RFLP e/ou sequenciação, esta mutação 
não foi identificada nesta área ou em outras áreas em África (Wichmann et al., 2003, Bwijo et al., 
2003). Este facto sugere que o alelo mutante pfdhfr 164 Leu, detectado na Tanzânia, pode 
representar apenas um ´´baseline´´ normal de uma mutação não-funcional do gene pfdhfr, que 
ocorre naturalmente durante a replicação de DNA (Ochong et al., 2003, Wichmann et al., 2003). 
Por outro lado, é interessante referir que em estudos recentes realizados no Quénia (Hamel et al., 
2008), Uganda e Malawi (Staedke et al., 2004, Alker et al., 2005, McCollum et al., 2006) foi 
demonstrada a presença da mutação pfdhfr 164L, tendo a associação desta ao triplo mutante sido 
reportada no Quénia (McCollum et al., 2006).  
Um estudo realizado em pacientes adultos, no Quénia (Hamel et al., 2008), cujo o objectivo 
foi a identificação da mutação pfdhfr 164L, durante seis meses de seguimento, demostrou a 
existência desta associada a outras combinações de genótipos, nomeadamente com o triplo mutante 
(S108N, N51I e C59R) e com um duplo mutante (108N e N51I) e o alelo selvagem 59C. No entanto, 
este estudo não estabeleceu uma relação entre a falência ao tratamento com S/P e a presença da 
mutação I164L. Este achados indicam que o estabecimento da mutação I164L poderia agravar a 
situação económica e de saúde em África uma vez que a propagação da mesma poderia ameaçar 
sériamente as intervenções terapêuticas neste continente.  
Algumas mutações à S/P, encontradas em África, não têm sido identificadas em outros 
continentes como por exemplo na Ásia e na América do Sul. Importa referir que algumas dessas 
mutações são prevalentes no Sudoeste Asiático e na América do Sul (Wang et al., 1997) onde se 
pensa terem contribuído para a rápida propagação da resistência aos antifolatos nesses continentes. 
Este facto sugere uma possível origem evulocionária diferente das populações parasitárias. 
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I.8.6.3 - Artemisinina e seus derivados 
 
A artemisinina é o composto activo da planta Artemísia annua L, utilizada na medicina 
tradicional chinesa como antipirético desde há 1500 anos. A artemisinina foi isolada por cientistas 
chineses em 1971, tendo sido a sua estrutura determinada em 1979 e a sua síntese total realizada em 
1983 (Frédérich et al., 2002). Este grupo de antimaláricos induz uma resposta clínica e uma redução 
da parasitémia mais rápida que todos os outros fármacos existentes (Hien & White, 1993), actuando 
com elevada eficácia nas várias fases sanguíneas do parasita, diminuindo o número de gametócitos 
no sangue e a infectividade dos gametócitos sobreviventes. A artemisinina tem baixa solubilidade 
em água e em óleo, o que limita as possíveis vias de administração, tendo sido por este motivo 
desenvolvidos vários derivados semi-sintéticos, nomeadamente o artesunato que é hidrossolúvel e 
os derivados lipossolúveis como o artemeter e arteeter. Outro derivado semi-sintético, artemisona, 
está em fase de ensaios clínicos, e parece ser o mais potente (Haynes et al., 2006; Vivas et al., 
2007). Estes compostos são metabolizados em dihidroartemisinina que é o metabólito 
biológicamente activo. Existem três factores que podem estar associados ao facto de não existir 
resistência clínica a este fármaco, nomeadamente: i) são normalmente utilizados em combinação 
com outros fármacos; ii) apresentam actividade gametocítica o que inibe a transmissão de estirpes 
resistentes; iii) são fármacos com tempos de semi-vida curtos, (Ittarat et al, 2003), de 
aproximadamente 3 a 5 horas (Robert et al., 2001). 
Actualmente, combinações à base da artemisinina (ACTs) têm sido propostas como 
principal política de tratamento em resposta ao aumento da resistência às monoterapias mais 
comuns. Entre as várias combinações utilizadas, o CoartemTM, uma combinação do artemeter 
associado à lumefantrina, é presentemente o medicamento de escolha como primeira e segunda 
linha de tratamento da malária em vários países africanos.  
 
●Mecanismo de acção da artemisinina e seus derivados 
 
O mecanismo de acção da artemisinina e derivados não é completamente conhecido. Um 
dos potenciais modos de acção tem sido atribuído à sua capacidade de gerar radicais livres devido à 
ponte endoperóxido presente em todas as moléculas de artemisinina e seus derivados (Robert et al., 
2001). Para exercerem a sua actividade é necessário um passo de activação, ou seja a clivagem da 
ponte endoperóxido. É proposto que essa ponte seja clivada pelo grupo heme intra-parasitário ou 
Fe2+, o que leva à formação dum radical livre que funcionará como um agente alquilante que irá 
reagir com o grupo heme e proteínas parasitárias (Meshnick, 2002). São os radicais livres do 
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fármaco, que apresentam actividade antimalárica provocando a alquilação das proteínas do parasita 
e consequentemente a sua morte (Meshnick., 2002; Pandey et al., 1999; Delhaes et al., 2000). Outra 
forma de acção destes antimaláricos é a inibição da actividade proteolítica no vacúolo digestivo do 
parasita, provocada pelos radicais da artemisinina, o que resulta numa acumulação de hemoglobina, 
em parasitas tratados com este fármaco (Pandey et al., 1999; Meshnick, 2002). Outro mecanismo de 
acção, proposto por Eckstein-Ludwig e colaboradores, está baseado na alteração do armazenamento 
intracelular de cálcio através da inibição da actividade da enzima ATPaseCa2+ do Plasmodium, 
codificada pelo gene pfATPase6 (Eckstein-Ludwig et al., 2003). A artemisinina possui uma 
estrutura semelhante à tapsigargina, um inibidor específico da enzima retículo sarco/endoplasmático 
Ca2+ ATPase (SERCA). Deste modo foi colocada a hipótese que a artemisinina, depois de activada, 
se comportasse como um inibidor específico da SERCA do P. falciparum (Eckstein-Ludwig et al., 
2003). 
 
●Mecanismo de resistência à artemisinina e seus derivados  
 
Apesar de não existirem resistências clínicas à artemisinina reportadas, alguns estudos 
realizados demonstraram uma diminuição de susceptibilidade e recrudescências, após monoterapia, 
que se devem, provávelmente, a factores farmacológicos (ex: metabolização do fármaco) e não 
propriamente a falência terapêutica devida à resistência do parasita a este antimalárico (Meshenick, 
2002). No entanto, os genes pfcrt, pfmdr1, pftctp, pfubp-1 e pfATPase6, têm sido investigados no 
contexto da modulação da susceptibilidade à artemisinina e seus derivados. Em relação ao gene 
pfcrt, estudos de transfecção genética demonstraram que determinadas mutações no gene pfcrt 
aumentam a susceptibilidade a esta classe de antimaláricos, especificamente à artemisinina e 
dihidroartemisinina (Sidhu et al., 2002). No entanto, a sua importância em populações naturais da P. 
falciparum não foi confirmada (Jambou et al., 2005). O gene pfmdr1 tem sido relacionado com a 
resistência a vários antimaláricos, como cloroquina, amodiaquina, mefloquina e artemisinina e seus 
derivados. No caso específico da artemisinina e seus derivados, parece existir uma forte associação 
entre amplificação do gene pfmdr1, a forma selvagem do gene e a resistência aos derivados da 
artemisinina em populações naturais de P. falciparum, suportado por estudos genéticos (Ferrer-
Rodríguez et al., 2004; Duraisingh & Cowman, 2005). 
O gene pftctp codifica uma proteína homóloga da TCTP (translationally controlled tumor 
protein) em P. falciparum. O envolvimento deste gene na resistência à artemisinina e seus 
derivados foi pressuposto após a realização dum estudo com estirpes de P. yoelli resistentes à 
artemisinina seleccionadas a partir de progenitores sensíveis, em que estas apresentaram uma 
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quantidade significativamente maior de TCTP relativamente às estirpes parentais sensíveis (Walker 
et al., 2000). Contudo o fenótipo de resistência demonstrou ser instável, o que não permitiu 
estabelecer uma relação inequívoca entre o gene pftctp e o fenómeno de resistência. O gene pfubp-1 
codifica uma protease ubiquitina-específica, em P. falciparum (UBP-1). Um estudo realizado em 
estirpes de Plasmodium chabaudi chabaudi com resistência à artemisinina geneticamente estável, 
(Afonso et al., 2006) sugeriu este gene como potencial modulador da susceptibilidade às 
artemisininas, tendo sido identificada no clone resistente ao artesunato uma mutação V739F, no 
gene ortólogo de pfubp-1 em P. chabaudi (Hunt et al., 2007). No entanto, a pesquisa dessa mutação 
em duas linhas de P. falciparum com baixa susceptibilidade à artemisinina, revelou a sua 
inexistência (Hunt et al., 2007). 
A teoria mais consistente sobre o mecanismo que pode modular a susceptibilidade da 
artemisinina está ligada ao gene pfATPase6, onde estudos realizados por Uhlemann e colaboradores 
(Uhlemann et al., 2005) demonstraram que mutações em aminoácidos da proteína PfATPase6 
modulam a susceptibilidade in vitro à artemisinina. Recentemente, foi identificada uma mutação, 
S769N, no gene pfATPase6 em 6 de 7 isolados da Guiana Francesa, com reduzida susceptibilidade 
in vitro ao artemeter: esses isolados apresentavam uma média de valores de IC50 20 vezes superior 
ao valor máximo apresentado pelos outros isolados estudados. Foi sugerido que esta mutação evita 
que os derivados da artemisinina interfiram nas alterações da conformação da proteína necessárias 
para a sua actividade (Jambou et al., 2005). Esta descoberta veio reforçar a ideia de que a proteína 
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I.9 – Objectivos 
 
 
Inserido no contexto da problemática da resistência aos antimaláricos, em Moçambique, este 
trabalho teve como finalidade investigar diversos aspectos ligados ao quadro clínico da malária, ao 
genótipo de resistência aos antimaláricos, em Plasmodium falciparum, à farmacogenética e aos 
marcadores de susceptibilidade/resistência do hospedeiro. Para tal, foram contemplados os 
seguintes objectivos científicos específicos, com o objectivo final de os aplicar, quando possível, ao 
trabalho em curso clínico e de investigação no País: 
 
• Identificação das espécies de plasmódios e determinação das parasitémias. 
  
• Caracterização das formas clínicas de malária nos pacientes do estudo. 
 
• Estudo epidemiológico da resistência aos antimaláricos (genes pfdhfr, pfdhps, pfmdr1, 
pfcrt e pfATPase6) 
 
o Identificação de polimorfismos genéticos; 
o Determinação da frequência alélica dos polimorfismos nos genes estudados; 
o Determinação da frequência alélica de mutações múltiplas nos genes pfdhfr, pfdhps e 
pfmdr1;  
o Análise da selecção de alelos mutantes nos genes pfdhfr e pfdhps. 
 
• Estudo dos marcadores moleculares do hospedeiro relacionados com susceptibilidade/ 
resistência à  malária  
 
o Análise de mutações nos genes ICAM-1 e CD36 
 
• Estudo de factores genéticos humanos associados a metabolismo de fármacos 
antimaláricos.  
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II – MATERIAL E MÉTODOS 
 
Para facilitar a apresentação, este capítulo será dividido em 3 secções: 
 
II.1 - Locais de realização do estudo. 
II.2 - Material biológico.  
II.3 - Metodologia. 
 
II.1 - Locais de realização do estudo 
 
O trabalho no terreno foi efectuado em três unidades sanitárias (US) (Hospital Central de 
Maputo, Centro de Saúde de Bagamoyo e Centro de Saúde de Boane), da província de Maputo, 
capital de Moçambique (figura 12). O trabalho laboratorial foi efectuado em colaboração com três 
instituições Portuguesas nomeadamente no laboratório do Centro de Malária e Outras Doenças 
Tropicais LA/IHMT, Lisboa, Portugal, para o estudo de resistências aos antimaláricos; no Centro de 
Biomedicina Estrutural e Molecular da Universidade do Algarve, Portugal, para estudo dos factores 
genéticos do humanos relacionados ao metabolismo de fármacos antimaláricos; e no Instituto de 
Patologia molecular e Imunologia da Universidade do Porto (IPATIMUP), Portugal, para o estudo 
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II.2- Material biológico 
 
II.2.1 – Clones de referência de Plasmodium falciparum 
 
Neste trabalho, foram utilizados clones de P. falciparum, préviamente caracterizados a nível 
do genótipo e do fenótipo, quanto à resposta a antimaláricos, armazenados na colecção crio-
preservada do Laboratório da UEI Malária/Centro de Malária e Outras Doenças Tropicais 
LA/IHMT, Lisboa, Portugal. Os clones de referência utilizados foram os seguintes: HB3, 3D7 e 
Dd2 (tabela 6). 
 
 
Tabela 6 - Clones de referência de P. falciparum 3D7, Dd2, HB3, K1 e N3  
 
   Fenótipo 
Clone Origem Referência S R 
HB3 Honduras (Hirawake et al., 1997) CQ, Mef e QN - 
3D7 ? (Walliker et al., 1987) CQ, Mef e QN - 
Dd2 Indochina (Odula et al., 1988) - CQ, Mef e QN 
K1 Tailândia (Bhasin & Trager, 1984) Mef e QN CQ 
N3 São Tomé e 
Príncipe 
(Cravo et al., 2004) - SD 
CQ – cloroquina, Mef – mefloquina, SD – Sulfadoxina, QN – quinino, S - sensível, R – resistente, ? 
– Clone cuja proveniência geográfica não está identificada. 
 
II.2.2 - Isolados de sangue 
 
Todos os isolados de sangue deste estudo foram provenientes de pacientes observados nas 
unidades sanitárias citadas em II.1. Os isolados foram obtidos para cada paciente em dois momentos, 
nomeadamente antes do tratamento para os pacientes com malária grave e/ou complicada e, antes e 
depois do tratamento para os pacientes com malária não complicada.   
 
II.2.2.1 - Colheita e armazenamento dos isolados de sangue 
 
A colheita dos isolados de sangue foi efectuada pelo profissional de saúde da unidade 
sanitária, para a realização de exames laboratoriais aos pacientes com sintomatologia clínica de 
malária. Do volume total de sangue obtido, cerca de 50 – 100 µl foram colocados em papel de filtro 
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Whatman nº 4, identificados, secos à temperatura ambiente e posteriormente acondicionados em 
embalagens plásticas individuais. Os isolados de sangue em papel de filtro foram armazenadas à 
temperatura ambiente, para posterior tratamento no laboratório do CMDT LA/IHMT, Lisboa, 
Portugal. A partir do mesmo sangue foram efectuados uma gota espessa e um esfregaço sanguíneo 
por isolado, em lâminas microscópicas que foram posteriormente observadas no laboratório de 
Biologia Celular/Histologia&Embriologia da Faculdade de Medicina da UEM, Maputo, 
Moçambique. 
 
II.2.3 – Amostras de mucosa oral 
As amostras de mucosa oral foram obtidas de crianças saudáveis que compareceram ao 
Centro de Saúde de Bagamoyo, em Maputo, por razões de vária ordem (ex: controle do peso, 
realização da vacinação).  
 
II.2.3.1 - Colheita e armazenamento de amostras de mucosa oral 
 
A colheita de amostras de mucosa oral foi efectuada, pela investigadora do estudo, através 
de uma ´´raspagem´´ suave da mucosa oral utilizando uma pequena escova de cerdas macias. As 
amostras foram conservadas em tubos de micro-centrífuga, de 1,5ml contendo álcool etílico (90-
100%) para posterior análise no IPATIMUP, Porto, Portugal. 
 
II.3 - Metodologia 
 
Todos os indivíduos foram sujeitos a um questionário (anexo 3) de forma a se obterem 
informações acerca do perfil individual, dos episódios anteriores de malária e do uso de 
antimaláricos, para além de outras informações relevantes como o quadro clínico, o diagnóstico e o 
tratamento. Foram critérios de inclusão os seguintes: i) não toma de qualquer antimalárico até 2 
semanas antes do estudo; ii) consentimento informado por parte dos pais, tutores ou acompanhantes 
das crianças, para participar no estudo; iii) presença de sintomatologia que indicasse suspeita 
infecção malárica (ex: febre, calafrios, convulsões, cefaleias).  
Uma vez que se tratava de indivíduos menores de idade, foi explicado ao seu acompanhante 
os objectivos do trabalho e obtido consentimento informado (anexo 4). Para este estudo foi obtida 
autorização do Comité Nacional de Bioética para a Saúde (CNBS)/MISAU, em Moçambique. 
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II.3.1-Exame clínico dos pacientes do estudo 
 
 O exame clínico dos pacientes foi realizado, por profissionais de saúde (médicos, técnicos 
ou enfermeiros) das US referidas em II.1, no dia de admissão hospitalar e no dia do controlo. O 
exame clínico foi sempre acompanhado pela investigadora do estudo e consistiu numa anamnese, 
para o registo das queixas referidas pelo paciente ou acompanhante e num exame físico completo 
que incluiu a avaliação dos sinais vitais e de todos aparelhos e sistemas do organismo. Sempre que 
necessário, no caso de presença de sinais de potencial gravidade (ex: convulsões, vómitos), o 
profissional de saúde realizava procedimentos terapêuticos segundo normas existentes no serviço. 
Após o tratamento dos pacientes, na US, estes recebiam indicação para regressarem ao controlo. A 
indicação da data do controlo variou segundo o tratamento efectuado, sendo no 7º dia após 
tratamento com Fansidar ® e com Fansidar® + amodiaquina, e no 15º dia após tratamento com 
Fansidar® + artesunato. 
 
II.3.2 - Detecção e identificação parasitária por Microscopia óptica 
 
Para a identificação dos plasmódios foi efectuada a coloração das lâminas microscópicas, 
preparadas como descrito em II.2.2.1, colocando-as num suporte com o lado da gota e esfregaço 
voltado para cima. Seguiu-se a aplicação da solução de Giemsa (diluída a 15%) deixando-se as 
lâminas a corar por um período entre 20 a 30 minutos. Após esse período procedeu-se a lavagem 
das lâminas com água corrente e a secagem à temperatura ambiente. Para a coloração do esfregaço 
este foi fixado previamente com solução de álcool metílico durante um minuto. As lâminas coradas  
foram observadas pelo técnico de laboratório e pela investigadora do estudo, num microscópio 
óptico binocular (Zeiss) utilizando uma objectiva de imersão (100X). Por concentrar maior 
quantidade de sangue, a gota espessa foi analisada para a detecção da infecção e o esfregaço para a 
identificação da espécie de parasita infectante e determinação da parasitémia. Todas lâminas nas 
quais se identificou a presença de P. falciparum, em D0, foram incluídas no estudo para posterior 
determinação das parasitémias. Para os pacientes correspondentes procedeu-se a uma nova testagem 
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II.3.2.1- Determinação das parasitémias. 
 
A determinação de parasitémias foi realizada através da análise do esfregaço de sangue e em 
função do número de parasitas por μl de sangue (W.H.O - Basic Laboratory Methods in Medical 
Parasitology., 1991). Esta contagem é baseada no pressuposto de que existem cerca de 8.000 
leucócitos num microlitro de sangue humano. Foram observados campos microscópicos 
correspondentes a 200 leucócitos e registado, em simultâneo, o número de parasitas observados. O 
número de parasitas foi apresentado sob a forma de “número de eritrócitos parasitados por μl de 





II.3.3 - Detecção e identificação parasitária por PCR 
 
II.3.3.1- Extracção DNA   
 
Para extracção de DNA dos isolados de sangue em papel de filtro, préviamente 
acondicionadas como descrito no ponto II.2.2.1, foi utilizado o método de extracção com Chelex 
(Bio-Rad, Hercules, CA, USA).  
Para tal, foi cortado um fragmento de papel de filtro com uma área de aproximadamente 1 
cm2 correspondendo a cerca 50 μl de eritrócitos parasitados. Para efectuar este procedimento 
recorreu-se ao auxílio de uma tesoura e pinça, préviamente imersas em HCL 5M, seguiu-se a 
neutralização em NaOH 5M e lavagem em água destilada. O fragmento de papel de filtro foi 
colocado num tubo de micro-centrífuga de 1,5 ml. A hemólise foi efectuada adicionando-se 1ml de 
PBS (anexo 1) com 0,5% de Saponina (anexo 1) ao papel de filtro, tendo sido incubadas 4 – 16 h, a 
4º C, seguindo-se uma lavagem com PBS (anexo 1) e nova incubação a 4º C, durante 15 - 30 min. A 
extracção de DNA foi realizada pela adição de 50 μl de uma solução de Chelex a 20% (Biorad), 
sendo as amostras posteriormente incubadas a 95º C durante 10 min. Finalmente, foram realizadas 
duas centrifugações (10 000 g/2 min.), a primeira com o objectivo de eliminar o papel de filtro, e a 




Parasitémia = no de parasitas X 8000 (leucócitos/ µl) 
200 leucócitos
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II.3.3.2 – Amplificação do DNA parasitário por PCR (Polimerase Chain Reaction) 
 
A técnica de PCR consiste na utilização de sequências oligonucleotídicas (primers) 
complementares a sequências alvo específicas no DNA molde, situadas em regiões adjacentes (3’ e 
5’) de cada uma das cadeias da dupla hélice da sequência de DNA a amplificar. As polimerases de 
DNA apenas podem catalisar reacções de polimerização a partir de uma extremidade 3’-OH livre, 
as quais são fornecidas pelos primers. 
A amplificação é baseada numa repetição sequencial de passos: desnaturação, hibridação 
(annealing) e extensão. Em conjunto, estes 3 passos constituem um ciclo de amplificação. Esta 
técnica permite a síntese de cópias do DNA molde em quantidades acumuláveis de forma 
exponencial de base 2 (2n; em que n= número de ciclos de amplificação). A elevada sensibilidade 
da PCR permite detectar DNA parasitário numa concentração extremamente baixa de até 1 parasita 
por µl de sangue. Em teoria, apenas uma cópia de DNA molde é suficiente, para produzir por 











Figura 13 - Representação gráfica da amplificação exponencial na técnica de PCR. A taxa de 
amplificação corresponde a 2n, onde ´´n´´ corresponde ao número de ciclos.  
 
A detecção do DNA parasitário foi feita através da amplificação do gene que codifica para a 
subunidade menor do ácido ribonucleioco ribossomal (ssrRNA). Estes genes são constituídos por 
regiões cujas sequências são conservadas entre as diferentes espécies de plasmódios, intercaladas 
por regiões cujas sequências são específicas para cada uma das espécies (Snounou et al., 1993).  
 








4 cópias 8 cópias 16 cópias 
Amplificação Exponencial  
(235 = 34 bilhões de cópias) 
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Para a detecção da espécie de plasmódio presente nas amostras foram realizadas duas 
reacções consecutivas de PCR, sendo na primeira utilizado um par de primers específico (rPLU) 
para o género Plasmodium (tabela 7) e na segunda reacção primers específicos para as quatro 
espécies de plasmódios, nomeadamente: P. falciparum (rFAL), P. vivax (rVIV), P. ovale (rOVA) e 
P. malariae (rMAL) (tabela 7). As condições de amplificação, mistura das reacções e sequências 
dos primers encontram-se na tabela 7. A mistura das reacções de amplificação foi constituída por: 
1µM de cada primer, 10X tampão de PCR (Fermentas), 1 mM MgCl2 (Fermentas), 1 mM dNTP’s 
(Fermentas) e 120 U/ml de Taq DNA polimerase (Fermentas). Para a primeira reacção de PCR 
utilizou-se 1µl  e para o 2º Nested utilizou-se 1,3 µL do produto da primeira reacção de PCR. 
Apenas os isolados onde se identificou a espécie P. falciparum, em D0, foram seleccionados para o 
estudo. Os pacientes correspondentes foram sujeitos a uma nova análise de identificação da espécie 
de plasmódio, no dia do controlo (DC). 
 
Tabela 7 - Condições de amplificação e sequências dos primers utilizados nas reacções de PCR 














rPLU5 – 5’-CTTGTTGTTGCCTTAAACTTC-3´ 
rPLU6 – 5´-TTAAAATTGTTGCAGTTAAAACG-3´ 
 
95ºC – 5 min 
94ºC – 1 min x(25)  
58ºC – 2 min x(25) 









rFAL1 – 5´-TTAAACTGGTTTGGGAAAACCAAA-3´ 
rFAL2– 5´-ACACAATGAACTCAATCATGACTA-3´ 
 
95ºC – 5 min 
94ºC – 1 min  x(35)  
58ºC – 2 min  x(35) 









rVIV1 – 5´-CGCTTCTAGCTTATTCCACATAAC-3´ 
rVIV2 – 5´-ACTTCCAAGCCGAAGCAAAGAAAG-3´ 
 
95ºC – 5 min 
94ºC – 1 min  x(35)  
58ºC – 2 min  x(35) 









rMAL1 – 5´-ATAACATAGTTGTACGTTAAGAAT-3´ 
rMAL2 – 5´-AAAATTCCCATGCATAAAAAATTA-3´ 
 
95ºC – 5 min 
94ºC – 1 min  x(30)  
58ºC – 2 min  x(30) 










rOVA1 – 5´-ATCTCTTTTGCTATTTTTTAGTAT-3´ 
rOVA2 – 5´-GGAAAAGGACACATTAATTGTATC-3´ 
 
95ºC – 5 min 
94ºC – 1 min  x(35)  
58ºC – 2 min  x(35) 
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II.3.3.3 - Electroforese dos produtos amplificados 
 
Os produtos amplificados foram separados em electroforese numa tina horizontal contendo 
tampão TBE (anexo 2). Para tal foram colocados 12,5µl de produto amplificado em cada poço de 
gel de agarose a 2% (Gibco,BRL) (anexo 2) juntamente com 5 µl de Ficol/Orange G 5X (anexo 2). 
Ao mesmo tempo colocou-se um marcador de peso molecular de 100pbs (Fermentas TM).  
A separação durou cerca de 90 minutos a 4 V/cm. O brometo de etídio (Sigma, Germany) 
foi incorporado ao gel de agarose, numa concentração final de 0,1 μg/ml, para permitir a 
visualização do DNA sob luz ultravioleta. Os géis foram observados e fotografados num 
transiluminador Eagle Eye II (Stratagene). 
 
 II.3.4 – Estudo epidemiológico da resistência aos antimaláricos 
 
II.3.4.1 – Composição dos isolados estudados 
 
 
Os isolados foram obtidos tal como descrito em II.2.2.1. Para permitir uma posterior 
comparação dos resultados obtidos, foram incluidos no estudo epidemiológico da resistência aos 
antimaláricos, na análise molecular dos genes pfdhfr, pfdhps, pfmdr1 e pfATPase6, todos isolados 
para os quais foi identificada a presença de P. falciparum, por PCR, antes (D0) e depois do 
tratamento (DC). A análise molecular do gene pfcrt foi efectuada apenas nos isolados positivos para 
P. falciparum, antes do tratamento (D0). 
Assim, o número de isolados de P. falciparum foi agrupado com base no tratamento 
antimalárico efectuado e consistiu em: i) tratamento com Fansidar ® (74 isolados antes e 73 depois 
do tratamento); tratamento com Fansidar®+Amodiaquina (92 isolados antes e 85 isolados depois do 
tratamento) e; iii) tratamento com Fansidar ®+Artesunato (20 isolados antes e 6 isolados depois do 
tratamento).  
 
II.3.4.2 - Análise dos genes pfdhfr, pfdhps, pfmdr1, pfcrt e pfATPase6 
 
II.3.4.2.1 – Reacções de PCR 
 
Após a primeira reacção de amplificação, realizou-se uma segunda na qual se utilizou um 
determinado volume de DNA amplificado e pares de primers específicos para cada uma das 
posições em estudo.  
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 Para o gene pfATPase6 foi efectuada apenas uma reacção de amplificação. Para o codão 75 
do gene pfcrt cada amostra foi sujeita a duas amplificações por PCR: uma para detectar o alelo 
selvagem e a outra para detectar o alelo mutado. Para tal, foram construídos primers específicos 
cujas extremidades 3’ continham os tripletos complementares a cada um dos alelos alvo. Estes 
primers permitiram originar um amplicão sempre que o primer específico dum determinado alelo 
emparelhasse com esse alelo, mas não com o alelo alternativo perante condições de PCR similares. 
Assim sendo, uma amostra com o alelo selvagem (75N) amplifica com o primer específico para 
75N e não amplifica com o primer específico para o alelo mutado (75E) e vice-versa. A presença 
dos dois alelos (selvagem e mutado) irá gerar amplificações em ambos PCRs. Esta técnica foi 
primeiramente validada com os clones de P. falciparum Hb3 e Dd2 que possuem nessa posição uma 
asparagina (N) e um ácido glutâmico (E), respectivamente, tendo revelado especificidade óptima, e 
tendo sido utilizados depois como controlos nas reacções de análise dos isolados. 
A mistura das reacções de amplificação foi constituída por: 1µM de cada primer, 10X 
tampão de PCR (anexo 1), 1 mM MgCl2 (Fermentas), 1 mM dNTP’s (anexo 1) e 120 U/ml de Taq 
DNA polimerase (Fermentas), utilizando-se 500 ng de DNA de cada isolado como molde e até 40µl 
de água bidistilada estéril.  
Na tabela 8 encontram-se descritas as condições de PCR para amplificação das regiões dos 
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Tabela 8 - Sequências dos primers e condições de PCR, para a amplificação dos fragmentos dos 


















..   DHFREX F (P1) 5’-TTTATGATGGAACAAGTCTGC-3’ 
DHFREX R (P2) 
5’-AGTATATACATCGCTAACAGA-3’ 
648 pbs 
92ºC, 3’ (1 ciclo); 92°C, 
30’’; 50°C, 30’’;72°C, 









92ºC, 3’ (1 ciclo); 92°C, 
1’; 55°C, 1’; 72°C, 1’(40 






..   DHFREX F (P1) 5’-TTTATGATGGAACAAGTCTGC-3’ 
DHFREX R (P2) 
5’-AGTATATACATCGCTAACAGA-3’ 
648 pbs 
92ºC, 3’ (1 ciclo); 92°C, 
30’’; 50°C, 30’’;72°C, 









92ºC, 3’ (1 ciclo); 92°C, 
1’; 55°C, 1’; 72°C, 1’(40 
ciclos); 72ºC, 3’ (1 ciclo) 
11 00




..   DHFREX F (P1) 5’-TTTATGATGGAACAAGTCTGC-3’ 
DHFREX R (P2) 
5’-AGTATATACATCGCTAACAGA-3’ 
648 pbs 
92ºC, 3’ (1 ciclo); 92°C, 
30’’; 50°C, 30’’;72°C, 









92ºC, 3’ (1 ciclo); 92°C, 
1’; 55°C, 1’; 72°C, 1’(40 
ciclos); 72ºC, 3’ (1 ciclo) 
11 66




..   DHFREX F (P1) 5’-TTTATGATGGAACAAGTCTGC-3’ 
DHFREX R (P2) 
5’-AGTATATACATCGCTAACAGA-3’ 
648 pbs 
92ºC, 3’ (1 ciclo); 92°C, 
30’’; 50°C, 30’’;72°C, 









92ºC, 3’ (1 ciclo); 92°C, 
1’; 55°C, 1’; 72°C, 1’(40 




     















94ºC, 3’ (1 ciclo); 94°C, 1’; 
45°C, 1’; 72°C, 1’(40 










94ºC, 3’ (1 ciclo); 94°C, 1’; 
45°C, 1’; 72°C, 1’(40 
ciclos); 72ºC, 3’ (1 ciclo) 
55 44








94ºC, 3’ (1 ciclo); 94°C, 1’; 
45°C, 1’; 72°C, 1’(40 








94ºC, 3’ (1 ciclo); 94°C, 1’; 
45°C, 1’; 72°C, 1’(40 













94ºC, 3’ (1 ciclo); 94°C, 
45’’; 55°C, 45’’; 72°C, 









94ºC, 3’ (1 ciclo); 94°C, 
45’’; 53°C, 45’’; 72°C, 











94ºC, 3’ (1 ciclo); 94°C, 
45’’; 54°C, 45’’; 72°C, 









94ºC, 3’ (1 ciclo); 94°C, 
45’’; 54°C, 45’’; 72°C, 








     














94ºC, 3’ (1 ciclo); 94°C, 









94ºC, 3’ (1 ciclo); 94°C, 1’; 




  11 ºº
aa mm
pp ll






94ºC, 3’ (1 ciclo); 94°C, 
45’’; 55°C, 30’’; 72°C, 









94ºC, 3’ (1 ciclo); 94°C, 
45’’; 55°C, 30’’; 72°C, 


















94ºC, 3’ (1 ciclo); 94°C, 
30’’; 51°C, 30’’; 72°C, 












94ºC, 3’ (1 ciclo); 94°C, 
30’’; 51°C, 30’’; 72°C, 












94ºC, 3’ (1 ciclo); 94°C, 
30’’; 51°C, 30’’; 72°C, 













94ºC, 3’ (1 ciclo); 94°C, 
30’’; 51°C, 30’’; 72°C, 
30’’(40 ciclos); 72ºC, 10’ (1 
ciclo) 
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II.3.4.2.2 - Electroforese dos produtos amplificados 
 
Ao DNA amplificado de cada amostra adicionou-se 1/10 do volume final de tampão de 
aplicação (anexo 2), tendo sido aplicados em cada “poço” do gel de agarose (Gibco, BRL). Todos 
os geis efectuados apresentavam uma concentação de 2% (anexo 2). A electroforese realizou-se em 
tampão TBE (anexo 2) a 4 V/cm. O brometo de etídio (Sigma) foi incorporado no gel de agarose, 
numa concentração final de 0,1 μg/ml, para permitir a visualização do DNA sob luz ultravioleta. Os 
géis foram observados e fotografados num transiluminador Eagle Eye II (Stratagene). 
 
II.3.4.2.3 - Identificação dos polimorfismos por PCR-RFLP 
 
Os polimorfismos dos genes, contidos em cada um dos fragmentos amplificados por PCR, 
foram identificados pela digestão dos mesmos com enzimas de restrição que reconhecem 
especificamente os palindromas originados ou eliminados por determinado polimorfismo. Todas as 
digestões enzimáticas foram realizadas de acordo com os protocolos dos fornecedores dos reagentes. 
Para a detecção dos polimorfismo no gene pfcrt 75 não foram utilizadas enzimas de restrição uma 
vez que o alelo selvagem e o mutado são distinguíveis apenas por PCR (ver ponto II.3.4.2.1). 
A mistura da reacção para a digestão dos fragmentos contendo os codões de estudo consistiu 
na adição de 0,1 U de enzima, 0,1µg/µl de BSA, 10µl de DNA, tampão 1X e 7,3 µl de água 
bidistilada estéril. A incubação da mistura de reacção foi efectuada durante 16 horas, dependendo 
da eficiência de corte de cada enzima, tendo a inactivação da reacção sido realizada por acção da 
temperatura. 
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51 206 pb 
TasI: 153 pbs + 53 pbs (selvagem -Asn) 
TasI: 206 pbs (mutado - Ile) 
65ºC 
  PdmI : 189 pbs + 137 pbs (selvagem - Cys) 37ºC 
59 326 pb PdmI : 163 pbs + 137 pbs +27 pb (mutado - Arg)  
  AluI: 326 pbs + 196 pbs (selvagem - Ser) 37ºC 
108 522 pb BseNI: 331 pbs + 191 pbs (mutado - Asn) 65ºC 
 164 522 pb 
DraI: 245 pbs + 171 pbs + 106 pbs (selvagem - Leu) 






437 438 pb HpyF10VI:387pbs + 32 pbs + 19 pbs (selvagem - Ala) 37 ºC 
  HpyF10VI: 419pbs + 19pbs (mutado - Gly)  
540 438 pb BsegI: 438pbs (selvagem - Lys) 55ºC 
  BsegI: 354pbs + 84pbs  (mutado - Glu)  
pf
cr
t 76 271 pb ApoI: 137pbs+ 124pbs + 10pbs (selvagem - Lys) 50ºC 





86 321 pb ApoI: 249pbs+72pbs (selvagem - Asn) 50ºC 
  ApoI: 321pbs (mutado -Tyr)  
1246 474 bp 
Eco321: 256 pbs + 218 pbs (mutado -Tyr) 









MbOII: 103bp + 96pbs+ 92bp + 40pbs (selvagem -R) 
MbOII: 143 pbs + 96pbs + 92pbs  (mutado - K) 
37ºC 
769S 272 
BsPTI: 250pbs + 22pbs (selvagem - S) 
BsPTI: 272pbs (mutado - N) 
37ºC 
1916 166 
PagI : 166 pbs (selvagem - G) 
PagI: 144pbs + 22pbs (mutado - D) 
37ºC 
2694* 182 
TasI: 181 pbs + 1 pbs (selvagem - A) 
TasI: 142 pbs + 39 pbs + 1bp (mutado - T) 
65ºC 
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II.3.4.2.4 - Electroforese dos produtos da digestão 
 
Aos produtos da digestão enzimática de cada amostra de DNA adicionou-se 1/10 do volume 
final de tampão de aplicação (anexo 2), tendo sido aplicados em cada “poço” do gel de agarose 
(Gibco, BRL). Todos os géis efectuados apresentavam uma concentação de 2% (anexo 2). A 
electroforese realizou-se em tampão TBE (anexo 2) a 4 V/cm. O brometo de etídio (Sigma, 
Germany) foi incorporado ao gel de agarose, numa concentração final de 0,1 μg/ml, para permitir a 
visualização do DNA sob luz ultravioleta. Os géis foram observados e fotografados num 
transiluminador Eagle Eye II (Stratagene). 
 
II.3.4.2.5 - Primers 
 
Os primers devem ter algumas características relacionadas com a especificidade, que 
posteriormente se traduzem numa maior eficiência e maior rendimento da reacção de PCR. De 
seguida são apresentadas algumas considerações gerais a ter em atenção no desenho de primers: 
• Tamanhos da sequência do primer - oligonucleotidos com aproximadamente 18 a 24 pbs 
constituem primers bastante específicos; 
• Temperatura de dissociação do par primer/sequência alvo – esta temperatura constitui  um 
factor muito importante na especificidade da reacção de PCR; 
• Complementaridade da sequência – a formação de dímeros ou homodímeros estáveis entre 
os primers, bem como a existência de auto complementaridade, podem diminuir o 
rendimento e a especificidade da reacção de PCR; 
• Conteúdo Guanina/ Citosina (G/C) – teoricamente a composição de um primer deve 
apresentar um conteúdo de GC entre 45 e 50%, no entanto, em Plasmodium é muito difícil 
conseguir esta percentagem. A inclusão de um ou dois resíduos G ou C na extremidade 3’, 
reduz a possibilidade de hibridações inespecíficas, uma vez que as ligações estabelecidas 
entre resíduos G/C são mais fortes do que entre A/T.  
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II.3.4.3 - Análise estatística 
 
Considerando o número de variáveis, o tipo de resposta pretendida e a dimensão da amostra, 
os testes estatísticos seleccionados foram os de Fisher e Chi-Square. Teve-se como objectivo 
avaliar a existência de uma associação entre as frequências alélicas dos genes pfdhfr, pfdhps e 
pfmdr1 antes e depois do tratamento, com os diferentes antimaláricos utilizados durante o estudo, 
quer isoladamente por amostra, quer numa avaliação global com todas as amostras. Os dados foram 
agrupados numa tabela de contingência e o teste foi realizado com o apoio informático do programa 
“SISA – Simple Interactive Statistical Analyses” do site www.http://home.clara.net/sisa/, com um 
intervalo de confiança de 95%, de onde resultam associações estatisticamente significativas quando 
o valor é de P≤ 0,05. 
 
II.3.5 - Estudo dos marcadores moleculares do hospedeiro relacionados com susceptibilidade/ 
resistência  à malária 
 
 
II.3.5.1 - Composição dos isolados de sangue e amostras de mucosa oral estudados 
  
Os isolados de sangue utilizados corresponderam aos descritos em II.2.2.1. Para o grupo 
controlo (sem malária) foram utilizadas amostras de mucosa oral obtidas como descrito em II.2.3.1. 
Assim, foram analisados três grupos diferentes, nomeadamente: i) isolados de sangue de pacientes 
com malária não complicada; ii) isolados de sangue de pacientes com malária grave e/ou 
complicada e; iii) amostras de mucosa oral de indivíduos saudáveis. 
 
II.3.5.2 - Extracção DNA dos isolados de sangue 
 
Para extracção de DNA dos isolados de sangue em papel de filtro, Whatman nº 4,  foi 
utilizado o método de extracção de Chelex (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) tal como descrito em 
II.3.3.1. 
 
II.3.5.3 – Extracção de DNA de amostras de mucosa oral 
 
Para a extração de DNA das amostras de mucosa oral foi utilizada a técnica de salting out 
onde os isolados foram centrifugados a 14.000 rpm, descartado o sobrenadante, seguindo-se a 
ressuspensão em 200 µl da solução High TE (anexo 1) sendo esta solução sujeita a vórtex e 
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adionada   270 µl  da solução de Madisen Lysis (anexo 1) e 10 µl  de proteinase K (anexo 1). Esta 
solução foi sujeita a vórtex e incubada a 37 oC durante a noite.  
Seguiu-se a adição de 120 µl de NaCl 6M (anexo 1), vórtex e centrifugação durante 20 
minutos a 14.000 rpm. Retirou-se o sobrenadante sendo este transferido para um novo tubo onde foi 
adicionado 600 µl de etanol gelado a 100%. Deixou-se durante 30 a 60 minutos a -20 oC. A solução 
foi centrifugada durante 20 minutos a 14.000 rpm e desprezado o sobrenadante. Seguiu-se a 
secagem a 60 oC, durante 1 hora e ressuspensão do pellet em 40 µl de água. 
 
III.3.5.4 - Detecção da mutação ICAM-1 Kilifi  no gene ICAM-1 
 
 A mutação ICAM-1 Kilifi foi detectada através da técnica de PCR-RFLP. Esta  reacção 
consistiu na num ciclo de desnaturação inicial a 94ºC (5 min), seguida de 35 ciclos de amplificação 
com desnaturação a 94ºC (30 seg), hibridização a 56ºC (30 seg) e extensão a 72ºC (30 seg), 
terminando com extensão final a 72ºC (20 min). 
A mistura de reacção, de 50 μl, foi feita seguindo as seguintes condições: 0,5μM de cada 
primer, 200 μM de dNTP (anexo 1), 2 mM de MgCl2, 1X de tampão 10X (anexo 1) e  0.5 U de Taq 
polimerase, por tubo. Os produtos de amplificação correram em gel de agarose a 2%. Em seguida, 
procedeu-se à digestão dos fragmentos amplificados com a enzima de restrição Nla III (New 
England Biolabs, Beverly, MA). A digestão ocorreu a  37ºC numa solução tampão de  50 mM KCl, 
20 mM Tris-acetate (pH 7.9), 10 mM acetato de magnésio e 1 mM de dithiothreitol. Os produtos de 
digestão correram numa electroforese num gel de agarose a 2%. A sequência dos primers e as 
condições da restrição encontram-se na tabela 10. 
 
Tabela 10 - Sequência dos  primers e condições da restrição utilizadas na análise da mutação 










  (Nla III ) 
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II.3.5.5 - Detecção da mutação T1264G no gene CD36 
 
A mutação T1264G foi detectada através da técnica de PCR-RFLP e consistiu na 
amplificação por PCR da região do gene a analisar, seguida de digestão dos produtos de 
amplificação e separação electroforética dos produtos digeridos.  
Esta reacção compreendeu um passo de desnaturação inicial a 94ºC (5 min), seguida de 35 
ciclos de amplificação com desnaturação a 94ºC (30 seg), hibridização a 55ºC (30 seg) e extensão a 
72ºC (45 seg), terminando com extensão final a 72ºC (10 min). A mistura de reacção foi feita para 
um volume de 12,5 μl, contendo 200 μM de cada dNTP, 0,5 μM de cada oligonucleotídeo de 
iniciação, 10 mM de Tris-HCl (pH 8,8), 50 mM de KCl, 0,08% Nonidet, 1,5 mM de MgCl2 e 1 U de 
Taq polimerase, por tubo.  
Em seguida, procedeu-se à digestão dos fragmentos amplificados com a enzima de restrição 
NdeI. Para tal, 2,5 μl de produto de amplificação foram adicionados a 0,5 μl de enzima (5 U) e 0,5 
μl de tampão da enzima, para um volume final de 5 μl por tubo. A digestão decorreu durante duas 
horas, a 50ºC. A separação dos fragmentos de digestão foi realizada por electroforese em gel de 
poliacrilamida 10% (anexo 2), sobre uma placa horizontal de arrefecimento a 9ºC, tendo-se 
utilizado para o efeito uma solução tampão (anexo 2). A sequência dos primers e as condições da 
restrição encontram-se na tabela 11. 
 


















A visualização dos fragmentos de DNA foi obtida através da coloração do gel com nitrato de 
prata (anexo 2). Para tal o gel foi colocado numa solução de etanol 10% durante 5 minutos, seguiu-
se a oxidação do gel numa solução de ácido nítrico 1% durante 3 minutos tendo-se procedido à 
lavagem do gel em água destilada. Em seguida, o gel foi colocado numa solução de nitrato de prata 
0.012 M durante 20 minutos, seguindo-se a lavagem do gel em água destilada e a colocação numa 
solução de carbonato de sódio 0.28 M e formalina 0.019% até que a solução apresentasse a côr 
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castanha. Em seguida colocou-se o gel em ácido acético glacial durante 2 minutos, lavou-se com 
água destilada durante dois minutos e deixou-se a secar a temperatura ambiente.  
 
 II.3.5.6 – Análise estatística 
 
 
Os dados foram agrupados numa tabela de contingência e o teste realizado foi o Chi-Square 
com o apoio informático do programa “SISA – Simple Interactive Statistical Analyses” do site 
www.http://home.clara.net/sisa/, com um intervalo de confiança de 95%, de onde resultam 
associações estatisticamente significativas quando o valor é de P≤ 0,05. 
 
II.3.6 - Estudo dos factores genéticos humanos associados ao metabolismo de fármacos 
antimaláricos  
 
II.3.6.1 -Composição dos isolados estudados 
  
Para esta análise foram utilizados isolados de sangue colhidos e processados tal como 
descrito em II.2.2.1.  
 
II.3.6.2 - Extracção de DNA 
 
Para extracção de DNA das amostras de sangue em papel de filtro, Whatman nº 4,  foi 
utilizado o método de extracção de Chelex (Bio-Rad, Hercules, CA, USA), tal como descrito em 
II.3.3.1. 
 
II.3.6.3 - Identificação dos polimorfismos no gene CYP2C8 
 
 A detecção dos polimorfismos no gene CYP2C8 foi efectuada através da análise dos SNPs 
utilizando a técnica de PCR-RFLP. Esta reacção compreendeu um passo de desnaturação inicial a 
94ºC (3 min), seguida de 30 ciclos de amplificação com desnaturação a 94ºC (30 seg), hibridização 
a 55ºC (30 seg) e extensão a 72ºC (30 seg), terminando com extensão final a 72ºC (5 min).  
A mistura de reacção foi feita para um volume de 25 μl, contendo 1X de tampão de PCR 
(anexo 1), 2 mM MgCl2, 0,4 μM de cada primer, 250 μM de dNTPs e 1 U de Taq polimerase, por 
tubo. Em seguida, procedeu-se à digestão dos fragmentos amplificados e a corrida dos mesmos 
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numa electroforese num gel de agarose a 2%. A sequência dos primers e as condições da restrição 
encontram-se na tabela 12. 
 
Tabela 12 - Sequência dos  primers e condições da restrição utilizadas na análise dos 










  (BclI ) 
 
(D) CTTCCGTGCTACATGATGACG              
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III - RESULTADOS  
 
Este estudo teve por objectivo efectuar uma investigação associada à malária em crianças, 
sob o ponto de vista parasitológico e de genética humana. Os resultados obtidos, a seguir descritos, 
dão uma informação geral para aplicação dos mesmos na área da resistência aos antimaláricos, em 
Moçambique. 
A colheita dos isolados de sangue foi efectuada em três unidades sanitárias (US) da 
província de Maputo, Moçambique, tendo sido envolvidos um total de 274 pacientes dos quais 233 
(85%) com malária não complicada e 41 (15%) com malária grave e/ou complicada (cerebral e/ou 
com anemia grave) (figura 14).  
Para os pacientes com malária não complicada foram colhidos isolados de sangue antes do 
tratamento, no dia de admissão hospitalar [designado dia zero (D0)], e depois do tratamento 
[designado dia do controlo (DC)]. Todos pacientes deste grupo estavam em regime ambulatório e, 
após o diagnóstico e tratamento recebiam alta com recomendação, por parte do profissional de 
saúde da US, para regressarem ao controlo para verificação da cura clínica e parasitológica. O dia 
do controlo variou dependendo do tratamento efectuado, sendo no 7º dia após tratamento com 
Fansidar ® e com Fansidar® + amodiaquina, e no 15º dia após tratamento com Fansidar® + 
artesunato. Contudo, por várias razões (ex: falta de disponibilidade, longa distância até a US, falta 
de transporte) nem todos pacientes regressaram exactamente nas datas indicadas pelo profissional 
de saúde. Os pacientes eram também orientados para que, no caso de agravamento do quadro 
clínico, regressassem o mais rápido possível à US, mesmo antes da data prevista para o controlo. 
Dos 233 pacientes com malária não complicada, observados em D0, 186 retornaram ao controlo o 
que demonstrou uma perda de 20% (figura 14). 
Para os pacientes com malária grave e/ou complicada, devido a vários constrangimentos 
principalmente relacionados com as condições hospitalares pouco favoráveis para a investigação, 
não foi realizado o seguimento destes tendo sido colhidos isolados de sangue apenas no dia da 
admissão hospitalar (D0). Após observação, na admissão hospitalar, todos pacientes com malária 
grave e/ou complicada foram internados na Unidade de Cuidados Intensivos do Departamento de 
Pediatria do Hospital Central de Maputo. Sendo assim, observaram-se 41 pacientes com malária 
grave e/ou complicada com a seguinte distribuição, segundo o quadro clínico apresentado: 21 com 
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D0*- antes do tratamento 





Total de pacientes recrutados para o estudo (n=274) 
Total de pacientes com malária 
grave e/ou complicada 
observados em D0* (n=41) 
Total de pacientes com malária 
não complicada observados em 
D0* (n=233) 
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Todos pacientes envolvidos no estudo foram, após observação clínica, tratados pelo 
profissional de saúde da US com antimaláricos em dosagens calculadas segundo o peso corporal, de 
acordo com o esquema terapêutico vigente (figura 15).  
 
Figura 15 - Antimaláricos prescritos e respectivas doses 
 
• Fansidar® (S/P): sulfadoxina (25 mg/kg)/pirimetamina (1.25 mg/kg), via oral, dose única; 
• Amodiaquina: 10 mg/kg/dia, via oral, durante 3 dias; 
• Artesunato: 4 mg/kg/dia, via oral, durante 3 dias;  
• Sulfato de Quinino (dose de impregnação): 20 mg/Kg, uma dose pela via endovenosa, 
seguida da dose de manutenção de 10mg/Kg, de 8/8 horas, via endovenosa, durante 7 dias.  
 
 
Para os pacientes com malária não complicada, caso não fosse possível realizar a primeira 
ou a segunda linha de tratamento pela via oral (ex: no caso de vómitos), era prescrito o sulfato de 
quinino pela via intramuscular, a cada 8 horas, durante três dias, sendo posteriormente adicionada a 
primeira ou a segunda linha de tratamento da malária (tabela 13). Os pacientes com malária grave 
e/ou complicada foram tratados com sulfato de quinino durante sete dias (figura 15), sendo depois 
adicionada a primeira ou segunda linha de tratamento da malária (tabela 13).  
 
 
Tabela 13 - Linhas de tratamento antimalárico, instituídas nos últimos 5 anos, em Moçambique 
(Programa Nacional de Controlo da Malária – PNCM, Ministério da Saúde de Moçambique) 
 
 Período (anos) 
Linhas de 
tratamento 
Antes de 2002 2002 – 2004 
(1º semestre) 
A partir de 2004 (Junho)  
 












2ª Linha  Fansidar® Coartem TM (lumefantrina + 
artemeter) 
Coartem TM (lumefantrina + 
artemeter) 
 
3ª Linha  Quinino Quinino Quinino 
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O número de isolados analisados, antes e depois do tratamento, segundo o a forma clínica de 
malária e o tratamento efectuado, está exemplificado na tabela 14. 
 





















Malária grave e/ou 
complicada 
 




Fansidar® 74 74 
Fansidar® + Amodiaquina 92 92 
Fansidar® + Artesunato 20 20 
  Fansidar®: sulfadoxina/pirimetamina; N/A: não aplicável 
 
A investigadora do estudo não teve um papel activo na solicitação dos exames laboratoriais 
nem na selecção do tipo de terapêutica instituída aos pacientes. Tanto um como o outro foram 
efectuados pelo profissional de saúde da US, sendo a solicitação de exames laboratoriais feita em 
função do quadro clínico de cada paciente e o tratamento segundo orientações do Programa 
Nacional de Controlo da Malária (tabela 13). De referir que, em Moçambique, a primeira e a 
segunda linha de tratamento da malária são indicadas para a malária não complicada estando a 
terceira linha reservada para as formas de malária grave e/ou complicada (tabela 13). 
Para melhor compreensão dos resultados, o presente capítulo será organizado em diferentes 
sub-capítulos de acordo com as linhas de estudo desenvolvidas. No final de cada sub-capítulo 
existirá um breve resumo dos pontos que se consideram importantes. Deste modo, os sub-capítulos 
aqui contidos são os seguintes: 
 
III.1-  Identificação das espécies de plasmódios e determinação das parasitémias. 
III.2-  Caracterização das formas clínicas de malária nos pacientes do estudo. 
III.3-  Estudo epidemiológico da resistência aos antimaláricos. 
III.4- Estudo de factores genéticos humanos relacionados com a susceptibilidade/resistência 
à malária.  
III.5- Estudo de factores genéticos humanos associados a metabolismo de fármacos 
antimaláricos.  
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III.1 - Identificação das espécies de plasmódios e determinação das parasitémias 
 
Para os pacientes malária grave e/ou complicada, devido a ausência de amostras no dia 
controlo (DC), a análise foi efectuada apenas para os isolados de sangue presentes no dia de 
admissão hospitalar (D0). Para os pacientes com malária não complicada, a análise foi efectuada em 
todos isolados de sangue presentes antes e depois do tratamento com os diferentes antimaláricos. As 
técnicas utilizadas para a identificação da espécie de parasita infectante foram a Microscopia óptica 
e o PCR. Para determinação das parasitémias utilizou-se a técnica de Microscopia óptica.  
 
III.1.1 - Detecção e identificação parasitária por Microscopia óptica  
 
A detecção e identificação parasitária por microscopia óptica foi feita como descrito em 
II.3.2. Todos isolados nos quais se identificou a espécie P. falciparum, em D0, foram incluídos no 
estudo e os pacientes correspondentes novamente testados depois do tratamento, no dia do controlo 
(DC). Em todos isolados de sangue positivos para plasmódio, em DC, a única espécie identificada 
foi o P. falciparum. O resultado desta análise é apresentado na tabela 16. 
 
III.1.2 - Determinação das parasitémias por Microscopia óptica 
 
A avaliação semiquantitativa da parasitémia (tabela 15), foi realizada pelo técnico de 
laboratório da unidade sanitária, e expressa pelo sistema de cruzes, utilizando a seguinte 
classificação (W.H.O - Basic Laboratory Methods in Medical Parasitology., 1991):  
 
+ = um a dez parasitas por cem campos;  
++ = dez a cem parasitas por cem campos;  
+++ = um a dez parasitas por campo;  
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Tabela 15 - Parasitémias, categorizadas em cruzes, nos pacientes com malária no dia de admissão 
hospitalar (D0) 
 




    (n=41) (n=113) (n=100) (n=20) 
Parasitémias n (%)  n (%) n (%) n (%)  
+ 1 (4,2)  26(23,0) 26 (26,0) 4 (20,0)  
++ 3 (12,5)  45(39,8) 28 (28,0) 1 (5,0)  
+++ 5 (20,8)  12(10,6) 21 (21,0) 4 (20,0)  
++++ 9 (37,5)  18(16,0) 19 (19,0) 11 (55,0)  
> ++++ 6 (25,0)  12(10,6) 6 (6,0) 0 (0,0)  
 
Todas as lâminas de sangue foram observadas pela investigadora do estudo, para a 
determinação das parasitémias, utilizando o critério descrito no ponto II.3.2.1. A variação da 
densidade parasitária (valor máximo e mínimo) de P. falciparum, está resumida nas tabelas 17 e 18.  
 
III.1.3 - Detecção e identificação parasitária por PCR 
 
A detecção e identificação parasitária por PCR foi feita como descrito em II.3.3. Todos 
isolados nos quais se identificou o DNA da espécie P. falciparum, em D0, foram seleccionados e os 
pacientes correspondentes novamente testados depois do tratamento, no dia do controlo (DC). O 
resultado desta análise é apresentado na tabela 16. 
 





TIPO DE TRATAMENTO 
Microscopia óptica  PCR 
 
      D0 DC     D0 DC 
Quinino 41 (100%) N/A  41 (100%) N/A 
Fansidar® 74 (100%) 28 (38%)  74 (100%) 73 (98%) 
Fansidar®+ Amodiaquina 92 (100%) 2 (2,2%)  92 (100%) 85(92,3%)
Fansidar® + Artesunato 20 (100%) 2 (10%)  20 (100%) 6 (30%) 
N/A: não aplicável 
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III.1.4 - Resumo 
 
• O P. falciparum foi a única espécie identificada, tanto por M.O como por PCR, em todos 
isolados de sangue incluidos no estudo.  
 
• A sensibilidade da técnica de PCR, na detecção e identificação do P. falciparum, mostrou 
ser superior quando comparada com a técnica de M.O, principalmente nos isolados de 
sangue depois do tratamento. Esta situação foi mais evidente no grupo de pacientes tratados 
com Fansidar®, onde foi identificada a presença de P. falciparum em 98% depois do 
tratamento (tabela 16).  
 
• Ao fazermos uma análise global, verificamos que de um total de 186 isolados de sangue 
positivos para P. falciparum em D0, 32 (17,3%) e 164 (81,2%) apresentavam-se positivos 




















     
 - 67 -
III.2 - Caracterização clínica dos pacientes do estudo 
 
III.2.1- Pacientes com malária grave e/ou complicada 
 
Do ponto de vista clínico, as formas de malária grave e/ou complicada identificadas neste 
grupo foram: a malária cerebral com alteração do nível de consciência, incluindo o coma, a malária 
cerebral associada à anemia grave e a anemia grave. No presente estudo, para as 41 crianças com 
malária grave e/ou complicada verificou-se a seguinte distribuição dos diferentes quadros clínicos: 
malária cerebral 21 (51,2%), anemia grave 17 (41,5%) e malária cerebral + anemia grave 3 (7,3%) 
(figura 16).  
 
 
Figura 16 -  Distribuição das formas clínicas de malária grave e/ou complicada  
 
A anemia grave foi definida pela concentração de hemoglobina <5 g/dL (ou um hematócrito 
<15%). Apesar de, nas unidades sanitárias em Moçambique, o doseamento da hemoglobina em 
pacientes com malária ser uma actividade de rotina, quando este exame não está disponível o 
diagnóstico da anemia é feito por critérios clínicos como a observação da coloração das mucosas e 
das palmas das mãos e plantas dos pés. No presente estudo foi possível, para todos casos, 
determinar laboratorialmente o valor da hemoglobina no dia de admissão hospitalar (D0). A 
correcção da anemia grave foi feita pela administração de transfusão de sangue (concentrado de 
glóbulos vermelhos) na dose de 15 ml/kg. Esta medida constitui um dos pilares fundamentais para 
evitar o agravamento do quadro clínico, principalmente em crianças que estando fisiológicamente 
adaptadas às concentrações baixas de hemoglobina podem descompensar rápidamente devido a 
variedade e gravidade das manifestações clínicas da malária. No entanto, devido à pandemia do 







Malária cerebral +Anemia grave
N= 41
     
 - 68 -
critérios clínicos de gravidade, avaliados pelo profissional de saúde, como por exemplo a existência 
de sinais de compromisso cardíaco, a dispnéia grave e a hiperparasitémia. 
Em relação `a malária cerebral, a sua classificação foi feita com base em critérios da O.M.S 
(W.H.O., 2000). No entanto, deve ser aqui referido que devido a existência de muitas diferenças na 
frequência das várias manifestações clínicas, em diferentes idades e em diferentes níveis de 
endemicidade, a generalização destes critérios é limitada. Em relação ao quadro clínico dos 
pacientes com malária cerebral, todos apresentaram convulsões generalizadas de repetição no dia da 
admissão hospitalar, sendo que 11 (45,8%) estavam em coma. Foram ainda registados neste grupo 
três óbitos nas primeiras 24 horas depois da admissão hospitalar. A causa directa de morte não foi 
elucidada uma vez que não foi autorizada, por parte dos pais ou acompanhantes dos pacientes, a 
realização de autópsias. Não tendo sido foi realizado o seguimento das crianças deste grupo 
desconhece-se se terá havido mais algum óbito. As características dos pacientes com malária grave 
e/ou complicada estão representadas na tabela 17. 
 




Característica Sulfato de Quinino 
Idade (meses/anos) 8 meses à 7 anos 
Sexo  - feminino 





        - valor mínimo 






         - mínima 





Uso de antimaláricos até 2 semanas 
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III.2.2 - Pacientes com malária não complicada 
 
Nas 233 crianças com malária não complicada, os sintomas variaram, sendo a febre, as 
manifestações gastro-intestinais (diarreia e/ou vómitos) e as convulsões febris os mais frequentes, 
com (97,4%), (51,9%) e (22,3%), respectivamente. Outros sintomas considerados menos frequentes 
foram a diminuição do apetite, cefaleia, tosse e astenia. Uma chamada de atenção esteve 
relacionada à presença de convulsões neste grupo de pacientes que, pelas suas características, foi 
classificada como uma complicação da febre não estando associada à malária cerebral (Akpede et 
al., 1993; Wattanagoon et al., 1994).  
O doseamento da hemoglobina foi efectuado em todas as crianças deste grupo no dia da 
admissão hospitalar (D0), não tendo sido detectados valores iguais ou inferiores a 5g/dl. Dos 186 
que se apresentaram no dia do controlo (DC), 98,4% estavam clinicamente bem, mesmo aqueles 
nos quais foi detectada a presença do P. falciparum (tabela 16). Em 3 casos (1,6%), no grupo 
tratado com sulfadoxina/pirimetamina (Fansidar®), foi necessário o internamento das crianças, no 
dia do controlo, por estas apresentarem-se com agravamento do estado geral. As características dos 
pacientes com malária não complicada estão representadas na tabela 18. 
 
Tabela 18 - Características dos pacientes com malária não complicada, em D0, segundo o 
tratamento efectuado 
 









    Fansidar®+ 
Artesunato 
 
Idade (meses/anos) 5 meses à 15 anos 3 meses à 15 anos 4 meses à 5 anos 
 
Sexo  - femininio 









        - valor mínimo 












         - mínima 











Uso de antimaláricos até 2 
semanas antes do estudo 
1 (0,8%) 0% 0% 
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III.2.3 - Resumo 
 
• Do total de 274 pacientes recrutados, 233 (85%) e 41 (5%) tinham malária não complicada e 
malária grave e/ou complicada, respectivamente. 
 
• Dos 233 pacientes com malária não complicada, 186 (80%) regressaram ao controlo. 
 
• Dos 41 pacientes com malária grave e/ou complicada, 51,2% tinham malária cerebral, 41,5% 
malária e anemia grave e 7,3% malária cerebral e anemia grave. 
 
• Nos pacientes com malária grave e/ou complicada ocorreram 3 óbitos, durante as primeiras 
24 horas depois do internamento, na forma clínica de malária cerebral. 
 
• A sintomatologia predominante nos pacientes com malária não complicada foi a febre 
(97,4%), as manifestações gastro-intestinais (51,9%) e as convulsões febris (22,3%). 
 
• Três pacientes (1,6%) com malária não complicada tratados com Fansidar®, apresentaram-
se no dia do controlo (DC) com agravamento do quadro clínico tendo sido internados na 
unidade sanitária. Os restantes pacientes deste grupo apresentavam-se clinicamente 
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III.3 - Estudo epidemiológico da resistência aos antimaláricos 
 
A área de trabalho foi seleccionada não só pela possibilidade de execução do trabalho, uma vez 
que a investigadora deste estudo é Médica Pediatra e trabalha no Departamento de Pediatria do 
Hospital Central de Maputo, como também pela existência de protocolos de colaboração entre o 
CMDT LA/ IHMT, a Faculdade de Medicina da UEM e o Hospital Central de Maputo/MISAU. Por 
outro lado, pesou também o facto de se saber da existência de P. falciparum resistente aos 
antimaláricos na região.  
 Para ser possível efectuar comparações entre os resultados obtidos antes e depois do 
tratamento, com os diferentes antimaláricos, foram aqui analisados apenas os isolados de D0 e DC 
nos quais estivesse presente o P. falciparum, identificado por PCR (ver ponto II.3.4.1 ). 
 
III.3.1 - Pesquisa de polimorfismos genéticos 
 
Para permitir a comparação dos resultados obtidos na análise dos isolados antes (D0) e depois 
do tratamento (DC), com os diferentes antimaláricos, a pesquisa dos polimorfismos genéticos para o 
estudo da resistência aos antimaláricos foi dirigida aos genes pfdhfr e pfdhps (associados à 
resistência a pirimetamina e sulfadoxina), pfmdr1 (associado a resistência a amodiaquina) e 
pfATPase6 (associado resistência a artemisinina e seus derivados). O nosso estudo incluiu também a 
análise dos polimorfismos do gene pfcrt (associado a resistência à cloroquina), apenas em isolados 
de D0.  
Esta análise foi efectuada recorrendo a técnica de PCR-RFLP utilizando primers específicos, 
tendo-se desenvolvido e optimizado os PCRs para amplificação desses genes. As condições 
específicas de cada reacção de PCR e os primers utilizados são apresentadas na tabela 8. Os 
polimorfismos contidos em cada um dos fragmentos, amplificados por PCR, foram identificados 
pela digestão dos mesmos com diferentes enzimas de restrição com capacidade de reconhecer 
sequências específicas e catalisar a sua clivagem (tabela 9). Todas as digestões foram realizadas 
segundo os protocolos dos fornecedores.  
 
• Gene pfdhfr 
 
Para a detecção do polimorfismo N51I, a enzima TasI reconhece o local de corte na presença do 
do alelo selvagem 51N, originando-se dois fragmentos com 153 e 53 pbs. Na presença do alelo 
mutado 51I não ocorre corte, ficando o mesmo tamanho do fragmento amplificado por PCR (206  
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pbs) (figura 17). Foi utilizado como controlo positivo o clone Dd2 e como controlo negativo o 
clone K1. Para o polimorfismo C59R foi utilizada a enzima PdmI que reconhece e corta na presença 
do alelo selvagem 59C, originando dois fragmentos de 189 e 137 pbs, enquanto que na presença do 
alelo mutado origina 3 fragmentos de 162, 137 e 27 pbs. Utilizou-se como controlo positivo o clone  
K1 e como controlo negativo o clone HB3 (figura 17).  
Para detecção do polimorfismo S108N utilizaram-se duas enzimas (AluI e BseNI). Para as 
amostras nas quais uma das enzimas não reconhece o local de corte foi utilizada a outra enzima. 
Quando se utilizou a enzima AluI, na presença do alelo selvagem (108S), originaram-se dois 
fragmentos com 326 e 196 pbs. Para a enzima BseNI, na presença do alelo mutado (108N) 
originam-se dois fragmentos com 331 e 191 pbs. Para as amostras cuja enzima não reconhece o 
local de corte permanece o fragmento de 522 pbs, correspondente ao produto amplificado por PCR 
(figura 17). Em relação ao polimorfismo I164L foi identificado o alelo selvagem 164I em todos 
isolados  analisados, na presença do qual a enzima DraI originou três fragmentos de 245, 171 e 106 






























M C/R C R Hb3 K1 M
    1          2        3    
M N/I N I K1 Dd2 M
    1       2       3   
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Figura 17 - Géis de agarose (2%) correspondentes às electroforeses realizadas para a identificação 
dos polimorfismos no gene pfdhfr 51,59,108 e 164.  
(A)- Identificação do polimorfismo N51I. Fragmentos esperados após restrição (pbs): alelo 
selvagem 51N- 153+53; alelo mutado 51I - 206 
(B)- Identificação do polimorfismo C59R. Fragmentos esperados após restrição (pbs): alelo 
selvagem 59C- 189+137; alelo mutado 59R- 163+137+27* 
(C1)- Identificação do polimorfismo S108N. Fragmentos esperados após restrição (pbs): alelo 
selvagem 108S- enzima AluI: 326 + 196 
(C2)- Identificação do polimorfismo S108N. Fragmentos esperados após restrição (pbs): alelo 
mutado 108N- enzima BSenI: 331 +191 
(D)- Identificação do polimorfismo I164L. Fragmentos esperados após restrição (pbs): alelo 
selvagem 164I – 245+171+106*; alelo mutado 164N- 522 pb 
M - marcador de peso molecular (Fermentes™); Hb3, Dd2, K1, 3D7 – Controlos de genótipo 
conhecido; 1,2,3 – Isolados de P. falciparum.  
*Bandas não visíveis no gel de agarose. 




M S/N S N 3D7 K1 M
M S/N S N 3D7 K1 M
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• Gene pfdhps 
 
Para a identificação do polimorfismo A437G a enzima HpyF10VI reconhece e corta na presença 
do alelo selvagem 437 A, resultado na geração de três fragmentos de 387, 32 e 19 pbs. Na presença 
do alelo mutado 437 G, a incubação com a enzima HpyF10VI origina dois fragmentos de 419 e 19 
pbs. Foi usado como controlo positivo o clone 3D7 e como controlo positivo o clone HB3 (figura 
18). Para a identificação do polimorfismo K540E incubaram-se os produtos de PCR contendo a 
posição 540 com a endonuclease BsegI. Na presença do alelo selvagem 540K, originou-se um 
fragmento inteiro de 438pbs, enquanto que na presença do alelo mutado 540E obtiveram-se dois 
fragmentos de 354 e 84pbs. Utilizou-se como controlo positivo o isolado N3 e como controlo 




















Figura 18 - Géis de agarose (2%) correspondentes às electroforeses realizadas para a identificação 
dos polimorfismos no gene pfdhps 437 e 540.  
(A) -Identificação do polimorfismo A437G. Fragmentos esperados após restrição (pbs): alelo 
selvagem 437 A-  387+32*+19*; alelo mutado 437G - 419+19*  
(B)-Identificação do polimorfismo K540E. Fragmentos esperados após restrição (pbs): alelo 
selvagem 540K – 438; alelo mutado – 354+84 
 M - marcador de peso molecular (Fermentes™); HB3, 3D7, N3 – Controlos de genótipo conhecido; 
1,2,3 – Isolados de P. falciparum.  





M A/G A G HB3 3D7 M M K/E E K N3 3D7 M
  500 pbs  500 pbs 
1 2 3 1 2 3
A B
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• Gene pfmdr1 
 
Para a detecção do polimorfismo N86Y, a enzima ApoI restringiu as amostras que continham o 
alelo selvagem 86N, originando dois fragmentos com 249 e 72 pbs. Na presença do alelo mutado 
86Y obteve-se um fragmento de 321pbs. Utilizou-se como controlo positivo o clone 3D7 e como 
controlo negativo foi usado DNA do clone Dd2 (figura 19). Para detecção do polimorfismo 
D1246Y utilizou-se a enzima Eco321 que reconhece e corta na presença do alelo mutado 1246Y 
originando dois fragmentos de 268 e 240 pbs. Na presença do alelo selvagem obtêm-se um 
















Figura 19 - Géis de agarose (2%) correspondentes às electroforeses realizadas para a identificação 
dos polimorfismos no gene pfmdr1 86  e 1246.  
(A)- Identificação do polimorfismo N86Y. Fragmentos esperados após a restrição (pbs): 
alelo selvagem 86N – 249+72*; alelo mutado 86Y – 321. 
(B)- Identificação do polimorfismo D1246Y. Fragmentos esperados após a restrição 
(pbs): alelo selvagem 1246D – 508; alelo mutado 1246Y – 268+240. 
M - marcador de peso molecular (Fermentes™); Dd2, 3D7 - Controlos de genótipo conhecido; 
1,2,3 – Isolados de P. falciparum 








M N/Y Y N Dd2 3D7 M
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• Gene pfATPase6 
 
Para o gene pfATPase6 foi realizada a técnica de PCR-RFLP com a finalidade de pesquisar a 
existência de eventuais polimorfismos já conhecidos bem como de outros ainda não descritos. 
Assim, foram analisados os polimorfismos R37K, S769N, G639D e T2694A nos nucleótidos 110, 
769, 1916 e 2694, respectivamente. Foi identificada uma mutação sinónima T→A apenas no 
nucleótido 2694. Para esta mutação verificou-se que o polimorfismo genético criava um local de 



























Figura 20 - Géis de agarose (2%) correspondentes às electroforeses realizadas para a identificação 
dos polimorfismos no gene pfATPase6.  
(A)- Identificação do polimorfismo R37K. Fragmentos esperados após a restrição (pbs): alelo 
selvagem 37R – 103 + 94 + 92 + 40*; alelo mutado 37K -143+96+92.  
(B)-Identificação do polimorfismo S769N. Fragmentos esperados após a restrição (pbs): alelo 
selvagem 769S – 250+22*; alelo mutado 769N-272.  
(C)-Identificação do polimorfismo G639D. Fragmentos esperados após a restrição (pbs): alelo 
selvagem 639G – 166; alelo mutado 639D-144+22*.  
(D)- Identificação do polimorfismo T2694A (polimorfismo referente a um nucleótido); 
Fragmentos esperados após a restrição (pbs): alelo selvagem 2694T – 142+39*+1*; alelo mutado 
2694A – 181+1*. M- marcador de peso molecular (Fermentes™). 3D7– Controlo de genótipo 
conhecido; 1, 2,3 – Isolados de P. falciparum. * - Bandas não visíveis no gel de agarose. 
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• Gene pfcrt 
 
 Para a detecção do polimorfismo pfcrtN75E não foram utilizadas enzimas de restrição 
uma vez que o alelo selvagem 75N e o mutado 75E são distinguíveis apenas por PCR (ver ponto 
II.3.4.2.1). Cada amostra foi sujeita a duas amplificações por PCR: uma para detectar o alelo 75N e 
a outra para o alelo 75E. Infecções clonais geram um só produto amplificado numa das duas 
reacções, enquanto que infecções com mistura dos dois alelos irão gerar amplificações em ambos os 
PCRs. Assim, o tamanho do fragmento de PCR é igual quer seja o alelo mutado ou o selvagem, 
porque o local onde os primers emparelham é o mesmo existindo apenas três bases diferentes no 
primer reverse. Para detecção do polimorfismo K76T, a enzima ApoI pode reconhecer um ou dois 
locais de corte no fragmento do gene pfcrt. Quando restringidos, os fragmentos que contém o alelo 
selvagem, 76K, originam 3 fragmentos com 10, 124 e 137 pbs. Os fragmentos com o alelo mutado a 






















     





































Figura 21 - Géis de agarose (2%) correspondentes às electroforeses realizadas para a identificação 
dos polimorfismos no gene pfcrt 75 e 76.  
(A1)- Identificação do alelo selvagem 75N – 159pbs. 
(A2)- Identificação do alelo mutado 75E – 159pbs. 
(B)- Identificação do polimorfismo K76T. Fragmentos esperados após a restrição (pbs): alelo 
selvagem 76K – 137+124+10*; alelo mutado 76T – 261+10* 
M -marcador de peso molecular (Fermentes™); Dd2, 3D7, Hb3 – Controlos de genótipo conhecido; 
1, 2, 3 – Isolados de P. falciparum. 
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III.3.2 -  Isolados de pacientes tratados com sulfadoxina/pirimetamina  
 
III.3.2.1 - Frequências alélicas 
 
Para este grupo de isolados a identificação das frequências alélicas foi direccionada para os 
genes dhfr e dhps, de P. falciparum, relacionados com a resistência ao Fansidar®. Assim, cada um 
dos isolados foi caracterizado individualmente, relativamente aos polimorfismos nos genes pfdhfr 
(N51I, C59R, S108N) e pfdhps (A437G, K540E), através da técnica de PCR-RFLP. Para esta 
análise foram incluídas 74 amostras de D0 (antes do tratamento) e 73 de DC (depois o tratamento 
ou dia do controlo).  
A amplificação dos genes em estudo verificou-se em todos isolados, de D0 e DC, ocorrendo 
desta forma uma eficiência de 100%. Na distribuição dos polimorfismos nos codões 51, 59 e 108, 
do gene pfdhfr, verificou-se uma predominância dos alelos mutados (51I, 59R e 108N), 
isoladamente, antes e depois do tratamento com Fansidar ®, tendo-se verificado também a 
existência de alelos selvagens e misturas dos dois alelos em circulação (tabela 19).  
Em relação aos polimorfismos nos codões 437 e 540, do gene pfdhps, observou-se uma 
distribuição equilibrada das prevalências dos alelos analisados (tabela 19). Particularmente, para o 
resíduo 437, verificou-se um aumento significativo do número de amostras contendo o alelo mutado 
(437G) depois do tratamento. Em contraste, para o mesmo resíduo, verificou-se uma diminuição de 
amostras contendo o alelo selvagem (437A) depois do tratamento. No caso do resíduo 540 
verificou-se um a distribuição equilibrada dos alelos, antes e depois do tratamento com Fansidar ® 
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pfdhfr  51I 
N=74 





pfdhfr  51N      7 (9,5%)  9 (12,3%)   
51I+51N         9 (12,1%)  6 (8,2%)   
 
pfdhfr  5R9 
N=74 





pfdhfr  59C     8  (10,8%)  5 (6,8%)   
59R+59C  5 (6,8%)  4 (5,5%)   
 








pfdhfr  108S 5 (6,8%)  4 (5,5%)   









pfdhps 437A 32 (43,2%)  17 (23,3%)   









pfdhps 540K 31 (41,9%)  21 (28,8%)   
540E+ 540K 22 (29,7%)  31 (42,4%)   
 
Sendo o plasmódio um organismo haploíde ao longo de quase todo o seu ciclo de vida, com 
excepção para a fase de oocineto, a presença dos dois alelos no mesmo isolado, designado por 
mistura de alelos, corresponde à existência de pelo menos duas populações parasitárias distintas 
nesse isolado. Assim, na análise global do número de mutações foram incluidos os isolados que 
continham misturas dos dois alelos. Para esta análise verificou-se um aumento significativo de 
isolados contendo o alelo mutado 437G depois do tratamento (tabela 20). 
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Número de amostras com mutações 
/Total de isolados (%) 
 51 67/74 (90,5%) 64/73 (87,6%) 0,57 
pfdhfr 59 66/74 (69,1%) 68/73 (93,1%) 0,39 
 108 69/74 (93,2%) 69/73 (94,5%) 0,74 
    
pfdhps 437 42/74 (56,7%) 56/73 (76,7%) 0,01 
 540 43/74 (58,1%) 52/73 (71,2%) 0,09 
 
III.3.2.2 - Mutações múltiplas 
 
Foram consideradas mutações múltiplas a presença de mais de uma mutação em um ou nos 
dois genes estudados. Foram analisados os genes pfdhfr e pfdhps, antes e depois do tratamento com 
Fansidar®. Todos isolados (74 antes e 73 depois do tratamento) apresentaram mutações múltiplas 
(tabela 21). 
 
Tabela 21 - Distribuição das mutações múltiplas nos isolados de P.falciparum 
 
Mutações Antes do tratamento Depois do tratamento 
pfdhfr (51I +  108N) 2 1 
pfdhfr (59R + 108N) 1 1 
 pfdhps (437G +540E) 2 2 
pfdhfr (59R +108N )+ pfdhps 540E 1 - 
pfdhfr (59R +108N)+ pfdhps 437G - 1 
pfdhfr (51I + 59R  +108N) 23 13 
pfdhfr (51I +59R +108N) + pfdhps 540E 3 - 
pfdhfr (59R + 108N) + pfdhps (437G + 540E) 1 3 
pfdhfr (51I +108N )+ pfdhps (437G +540E) 2 - 
pfdhfr (51I +59R +108N)+ pfdhps 437G 2 2 
pfdhfr (51I +59R)+ pfdhps (437G+540E) 1 - 
pfdhfr (51I+59R+ 108N)+ pfdhps (437G+540E) 34 48 
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Tendo em conta o facto de o triplo mutante pfdhfr (51I, 59R e 108N) estar associado à 
falência terapêutica à S/P (Sibley et al., 2001), associação esta reforçada pela presença adicional de 
mutações em pfdhps (437 G e 540 E), designado de quíntuplo mutante (Nzila et al., 2000; Bwijo et 
al., 2003) decidiu-se fazer a análise destes conjuntos de mutações identificadas nos isolados 
estudados (tabela 21). Assim, em relação ao triplo mutante pfdhfr (51I, 59R e 108N), este foi 
identificado em 31% e 17,8%, antes e depois do tratamento, respectivamente. Para o quíntuplo 
mutante pfdhfr (51I,59R e 108N) +pdhps (437G e 540E) a distribuição foi de 45,9% e 65,7%, antes 
e depois do tratamento, respectivamente. Verificou-se um aumento estatisticamente significativo de 
isolados contendo o quíntuplo mutante depois do tratamento com Fansidar® (tabela 22). 
 

















Número de mutações/Total de 














pfdhfr + pfdhps 
 
 










III.3.2.3 - Selecção de alelos mutados  
No intuito de verificar a possível existência de selecção de alelos mutados depois do 
tratamento, foram identificados isolados com mutações triplas, no gene pfdhfr,  e quíntuplas nos 
genes pfdhfr e pfdhps, contendo misturas de alelos antes do tratamento. Para estes isolados foi 
verificado quantos possuíam mutações puras (apenas com alelos mutados) depois do tratamento. 
Verificou-se que em 80% para o triplo mutante (pfdhfr) e em 50% para o quíntuplo mutante 
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Tabela 23 – Selecção de alelos mutados  
  




      + 
pfdhps (437,540)
 
Isolados com mistura de alelos 5 6 
Isolados com alelos mutados   4 3 
 
 
III.3.2.4 – Resumo 
 
• Verificou-se a predominância dos alelos mutados para todas marcas estudadas do gene 
pfdhfr, antes e depois do tratamento com  Fansidar ®. 
• No gene pfdhps verificou-se uma distribuição equilibrada dos alelos, antes e depois do 
tratamento. 
• Verificou-se um aumento significativo de isolados contendo o alelo mutado 437G, 
isoladamente, depois do tratamento. 
• Verificou-se um aumento significativo do total de isolados contendo o alelo mutado 437G, 
depois do tratamento. 
• Foram identificadas mutações múltiplas em todos isolados antes e depois do tratamento. 
• Verificou-se um aumento significativo da frequência de isolados com o quíntuplo mutante 
depois do tratamento. 













     
 - 84 -
III.3.3 -  Isolados de pacientes tratados com sulfadoxina/pirimetamina+amodiaquina 
 
III.3.3.1 – Frequências alélicas  
 
Para este grupo de isolados a identificação das frequências alélicas foi direccionada para os 
genes pfdhfr e pfdhps, relacionados com a resistência ao Fansidar®, e para o gene pfmdr1 
relacionado com a resistência à amodiaquina. Assim, cada um dos isolados foi caracterizado 
individualmente relativamente aos polimorfismos nos genes pfdhfr (N51I, C59R, S108N, I164L), 
pfdhps (A437, K540E) e pfmdr1 (N86Y, D1246Y), através da técnica de PCR-RFLP. 
  A amplificação foi bem sucedida para os genes pfdhfr (51, 108 e 164), pfdhps (437 e 540) e 
pfmdr1 (86 e 1246). Para codão 59, do gene pfdhfr, a caracterização dos polimorfismos não foi bem 
sucedida tendo-se verificado falha na amplificação em 2 isolados em D0 e 13 em DC. Sendo assim, 
o total de isolados analisados foi de 92 em D0 e 85 em DC, para todos os codões exceptuando o 
codão 59 para o qual o total de isolados analisados foi de 90 em D0 e 72 em DC. 
Na análise do gene pfdhfr, a identificação dos polimorfismos nos codões 51, 59 e 108 
mostrou predominância dos alelos mutados (51I, 59R e 108N), isoladamente, antes e depois do 
tratamento. Para este gene verificou-se também a existência de alelos selvagens e de misturas dos 
dois alelos nos codões analisados (tabela 24). Ainda no gene pfdhfr, para o codão 164 não se 
detectou a presença do alelo mutado 164L em todos isolados analisados, em D0 e DC, verificando-
se uma predominância absoluta (100%) do alelo selvagem 164I (tabela 24). 
Em relação aos polimorfismos nos codões 437 e 540, do gene pfdhps, não se verificaram 
grandes diferenças entre o número de isolados contendo alelos mutados e selvagens, antes e depois 
do tratamento. Ao contrário, os isolados contendo misturas de alelos foram menos frequentes 
(tabela 24).  
Para o gene pfmdr1, a frequência do alelo mutado no codão 86 (86Y), antes e depois do 
tratamento, foi mais elevada em relação a do alelo selvagem ou da mistura dos dois alelos. No 
entanto, verificou-se uma diminuição significativa de isolados contendo o alelo mutado 86Y depois 
do tratamento. Na análise do codão 1246 verificou-se a predominância do alelo selvagem (1246 D) 
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pfdhfr  51N 6 (6,5%)  4 (4,7%)   
51I+51N 5 (5,5%)  1 (1,2%)   
 







pfdhfr  59C 6 (6,6%)  1 (1,4%)   
59R+59C 3 (3,4%)  0 (0,0%)   
 







pfdhfr  108S 2 (2,2%)  0 (0,0%)   
108N+108S 3 (2,8%)  1 (1,2%)   
 
pfdhfr  164L 
N=92 





pfdhfr  164I    92 (100%)        85 (100%)   









pfdhps 437A 32 (34,8%)  12 (14,1%)   









pfdhps 540K 39 (42,2%)  40 (47,1%)   









pfmdr1 86N 21(21,8%)  15 (17,6%)   









pfmdr1 1246D 71 (77,1%)  65 (76,5%)   
Y1246+ D1246 14 (15,3%)  14 (17,6%)   
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Na análise global do número de mutações foram incluidos os isolados que continham 
misturas dos dois alelos. Para esta análise verificou-se um aumento significativo de isolados  
contendo o alelo mutado 437G, depois do tratamento (tabela 25).  
 























pfdhfr 59 84/90 (93,3%) 71/72 (98,6%) 0,10 
 108 90/92 (97,8%) 85/85 (100%) 0,17 
 164       0/92 (0%) 0/85 (0%) -------- 
     
pfdhps 437 60/92 (65,2%) 73/85 (85,8%) 0,001 
 540 53/92 (57,6%) 45/85 (52,9%) 0,53 
     
pfmdr1 86 72/92 (78,2%) 70/85 (82,3%) 0,49 






III.3.3.2 – Mutações múltiplas  
 
Analisou-se a presença de mutações múltiplas, em pfdhfr, pfdhps e pfmdr1, antes e depois 
do tratamento com Fansidar®+amodiaquina. Todos isolados apresentaram mutações múltiplas antes 
e depois do tratamento. A análise foi realizada para os genes isoladamente e em combinação. Para o 
gene pfmdr1 não se identificaram mutações isoladas, nos codões 86 e 1246, estando estas sempre 
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Tabela 26 -  Distribuição das mutações múltiplas nos isolados de P. falciparum  
 






pfdhfr (59R)+ pfmdr1(1246Y) 1 - 
pfdhfr (51I)+ pfmdr1(86Y+1246Y) 1 - 
pfdhfr (51I + 108N) 1 - 
pfdhfr (51I + 108N)+ pfmdr1(1246Y) 1 - 
pfdhfr (59R + 108N) 3 - 
pfdhfr (59R + 108N) + pfdhps (437G) - 2 
pfdhfr (59R + 108N) + pfdhps (437G) )+ pfmdr1(86Y) 1 5 
pfdhfr (59R + 108N) + pfdhps (437G)+ pfmdr1(86Y+1246Y) 2 3 
pfdhfr (51I + 59R +108N) 21 6 
pfdhfr (51I + 59R +108N) + pfmdr1(1246Y) 5 5 
pfdhfr (51I + 59R +108N) + pfmdr1(86Y) 18 10 
pfdhfr (51I + 59R +108N) + pfmdr1(86Y+1246Y) 5 3 
pfdhfr (59R) + pfdhps (437G +540E) 1 - 
pfdhfr (108N) + pfdhps (437G+ 540E) - 1 
pfdhfr (59R + 108N) + pfdhps (437G+ 540E)+ pfmdr1(1246Y) 1 2 
pfdhfr (59R + 108N) + pfdhps (437G+ 540E)+ pfmdr1(86Y) 4 2 
pfdhfr (51I +108N )+ pfdhps (437G +540E) 3 - 
pfdhfr (51I +108N )+ pfdhps (437G +540E)+ pfmdr1(86Y) 1 - 
pfdhfr (51I +59R +108N) + pfdhps (437G) 4 19 
pfdhfr (51I +59R +108N) + pfdhps (437G)+ pfmdr1(86Y) 9 3 
pfdhfr (51I +59R +108N) + pfdhps (437G)+pfmdr1(1246Y) 1 3 
pfdhfr (51I +59R + 108N)+ pfdhps (437G +540E) 37 26 
pfdhfr (51I +59R + 108N)+ pfdhps (437G+540E) + pfmdr1(1246 Y) 10 6 
pfdhfr (51I +59R + 108N)+ pfdhps (437G+540E) + pfmdr1(86 Y) 41 26 
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Em relação ao triplo mutante pfdhfr (51I, 59R,108N), este foi identificado em 22,8% e 7%, 
antes e depois do tratamento, respectivamente. Para o quíntuplo mutante pfdhfr (51I,59R,108N) 
+pdhps (437G, 540E) a distribuição foi de 40,2% e 30,5%, antes e depois do tratamento, 
respectivamente (tabela 27). Verificaram-se tendências significativas apenas para os isolados 
contendo o triplo mutante pfdhfr e  o quíntuplo mutante pfdhfr+pfdhps associado à mutação pfmdr1 
86 (tabela 27).  
 
Tabela 27 - Prevalência do triplo mutante (pfdhfr) e do quíntuplo mutante (pfdhfr+ pfdhps) 
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III.3.3.3 - Selecção de alelos mutados  
 
Tal como para os isolados de pacientes tratados com Fansidar ®, foi verificada a possível 
existência de selecção de alelos mutados depois do tratamento. Assim, foram identificados isolados 
com mutações triplas, no gene pfdhfr, e quíntuplas nos genes pfdhfr e pfdhps, contendo misturas de 
alelos antes do tratamento. Para estes isolados foi verificado quantos possuíam mutações puras 
(apenas com alelos mutados) depois do tratamento. Verificou-se que em 85,7% para o triplo 
mutante (pfdhfr) e em 33,3% para o quíntuplo mutante (pfdhfr+pfdhps) houve selecção dos alelos 
mutados depois do tratamento (tabela 28). 
 
Tabela 28 – Selecção de alelos mutados  
  




      + 
pfdhps (437,540)
 
Isolados com mistura de alelos 7 15 
Isolados com alelos mutados   6 5 
 
 
III.3.3.4 – Resumo 
 
• Verificou-se uma predominância dos alelos mutados, antes e depois do tratamento, em todos 
codões do gene pfdhfr, exceptuando no codão 164. 
• No codão 164, do gene pfdhfr, foi identificado apenas o alelo selvagem 164L em todos 
isolados. 
• Verificou-se um aumento significativo do total de isolados contendo o alelo mutado 437G, 
depois do tratamento 
• Verificou-se uma redução significativa de isolados contendo o alelo mutado 86Y, 
isoladamente, depois do tratamento. 
• Foram identificadas mutações múltiplas, em todos isolados, antes e depois do tratamento. 
• Verificou-se uma diminuição significativa da frequência do tripo mutante (pfdhfr) e do 
quíntuplo mutante (pfdhfr+pfdhps) associado à mutação pfmdr1 86Y, depois do tratamento. 
• Observou-se a selecção de alelos mutados depois do tratamento.  
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III.3.4- Isolados de pacientes tratados com sulfadoxina/pirimetamina+artesunato 
 
III.3.4.1- Análise dos SNPs no gene pfATPase6 
 
A emergência e disseminação da resistência do P. falciparum aos antimaláricos mais 
comuns como a cloroquina e a sulfadoxina/pirimetamina tem colocado sérios desafios no controlo 
da malária nas áreas endémicas. Assim, tem sido recomendação da OMS o uso de terapias 
combinadas com artemisinina (ACTs) e seus derivados, como primeira linha de tratamento da 
malária na África sub-Sahariana (W.H.O., 2006b). Moçambique adoptou, em 2004, associações 
terapêuticas à base de artemisinina (ACTs) e seus derivados como primeira linha de tratamento da 
malária no País. Neste âmbito, entendeu-se fazer uma análise dos polimorfismos no gene 
pfATPase6, em isolados de pacientes com malária não complicada tratados com a combinação 
Fansidar®+artesunato.  
A análise incluiu 20 isolados antes (D0) e 6 depois do tratamento (DC), correspondentes aos 
isolados positivos para P. falciparum (tabela 16). Recorrendo à técnica de PCR-RFLP foram 
analisados os polimorfismos R37K, S769N, G639D e T2694A. Para os polimorfismos S769N e 
T2694A verificou-se uma limitação na técnica na amplificação tendo esta sido realizada com 
sucesso em apenas 18 isolados. Para os 6 isolados positivos de DC a amplificação foi realizada com 
sucesso em todos SNPs estudados. O resultado desta análise mostrou uma diversidade limitada 
observando-se, apenas no nucleótido 2694, mutações sinónimas (T-A) antes e depois do tratamento. 





Figura 22 - Prevalência dos SNPs analisados no gene pfATPase6 antes do tratamento. Alelos 
selvagens – 2694T*, 37R, 639G, 769S; alelos mutados – 2694A*, 37K, 639D, 769N; m: mistura de 
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III.3.4.2 - Resumo 
 
• Observaram-se mutações sinónimas apenas no nucleótido 2694, antes e depois do 
tratamento. Nos restantes nucleótidos analisados (110, 769 e 1916) não se verificaram 
polimorfismos genéticos. 
 
III.3.5 - Análise dos polimorfismos no gene pfcrt  
O uso da cloroquina, em Moçambique, foi abandonado no ano 2002 devido a existência de 
resistências em P. falcíparum para este antimalárico. Para melhor documentar este aspecto foram 
pesquisadas as mutações N75E e K76T recorrendo à técnica de PCR-RFLP tendo a amplificação 
ocorrido com sucesso em todos isolados.   
Os isolados analisados foram em número de 92 para N75E e 29 para K76T. De um modo 
geral observou-se uma predominância dos alelos mutados 75E e 76T demonstrando que as duas 
mutações se encontram fixas na população parasitária local. Verificou-se também a existência de 
parasitas portadores de alelos selvagens e com misturas dos dois alelos (figura 23). 
 
 
Figura 23 - Prevalências dos alelos do gene pfcrt (m – mistura de alelos; alelos selvagens –75N e 
76K; alelos mutados –75E e 76T). 
 
 
III.3.5.1- Resumo  
 
• Verificou-se uma predominância de isolados com alelos mutados nos genes pfcrt 75E 
(91,3%) e pfcrt 76T (86,2%). 
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III.3.6 - Estudo dos marcadores moleculares do hospedeiro relacionados com susceptibilidade/ 
resistência  à malária 
 
 
A análise dos marcadores moleculares de susceptibilidade do hospedeiro foi realizada em 
colaboração com o departamento de genética populacional do Instituto de Patologia molecular e 
Imunologia da Universidade do Porto (IPATIMUP), Porto, Portugal. Foram envolvidos dois grupos 
de pacientes, com diferentes formas de malária, e um grupo de pacientes sem malária, segundo a 
distribuição exemplificada abaixo: 
 Pacientes com  malária não complicada (n=77)  
 Pacientes com  malária grave e/ou complicada (n=41) 
 Crianças sem malária (n=21) 
Devido a limitações de tempo, foram apenas analisados dois marcadores moleculares 
relacionados com a susceptibilidade do hospedeiro à malária, nomeadamente o CD36 e o ICAM-1.  
 
III.3.6.1 - Análise da mutação ICAM-1 Kilifi no gene ICAM-1 
 
A molécula de adesão intracelular-1 (ICAM-1) é uma glicoproteína glicosilada da 
membrana com 80–114 kDa, constituída por cinco domínios ´´ Ig-like´´´, expressa na superfície de 
uma grande variedade de células. Esta molécula tem sido referida como estando particularmente 
envolvida na fisiopatologia da malária (Tse et al., 2004). A ICAM-1 tem sido referida como estando 
particularmente envolvida na fisiopatologia da malária cerebral, sendo a patogenicidade de P. 
falciparum associada a capacidade dos eritrócitos parasitados aderirem ao endotélio capilar 
(MacPherson et al., 1985; Pasloske et al., 1994; Turner et al., 1994; Newbold et al., 1997). Estudos 
histopatológicos (Turner et al., 1994) demonstraram a presença de eritrócitos parasitados nos vasos 
cerebrais em co-localização com a molécula ICAM-1, associação esta reforçada pelos resultados de 
um outro estudo onde a adesão de eritrócitos infectados, por P. falciparum, à molécula ICAM-1 foi 
elevada em pacientes com malária cerebral quando comparada com indivíduos assintomáticos do 
controlo (Newbold et al., 1997). 
Na mutação no gene ICAM-1 (mutação ICAM-1 Kilifi) há uma alteração de A para T que 
afecta a sequência dos amino-ácido Lys para Met na posição 29 (K29M). No presente trabalho 
procurou-se contribuir para a descrição e interpretação da diversidade do gene ICAM-1 em 
populações com diferentes formas clínicas de malária. Em particular, procedeu-se à análise da 
distribuição populacional da mutação Kilifi K29M. A análise da distribuição dos polimorfismos do 
gene ICAM-1 está resumida na tabela 29.  
     
 - 93 -
Tabela 29 - Distribuição dos polimorfismos no gene ICAM-1 
 
  Genótipos 
 K29/K29  K29/M29 (m) M29/M29  
Sem malária 10/14 (71,4%) 2/14  (14,3%) 2/14  (14,3%) 
 
Malária não complicada 28/56 (50%) 15/56 (26,8%) 13/56 (23,2%) 
 
 








 K – alelo selvagem; M – alelo mutado; m- mistura de alelos 
 
Ao fazer-se a comparação entre o número total de isolados com o alelo mutado e selvagem, 
os resultados mostraram que no grupo de pacientes com malária sem complicações 28 pacientes 
eram portadores da mutação ICAM-1 Kilifi, enquanto que 28 pacientes tinham alelos selvagens para 
o ICAM-1. No grupo de pacientes com malária grave e/ou complicada, 13 pacientes eram 
portadores da mutação ICAM-1 Kilifi (8 homozigóticos e 5 heterozigóticos), enquanto que 16 
pacientes possuíam alelos não-mutados para o ICAM-1 (tabela 30). Parece haver uma correlação 
significativa entre a ausência de malária e a ausência do alelo mutante (tabela 30). 
 
Tabela 30 – Distribuição dos alelos mutados e não-mutados no gene ICAM-1 
 
 Genótipos  
 Não-mutado  Mutado p 
(Chi-Square)  
Sem malária 10/14 4/14 0,02 
Malária não complicada 28/56 28/56 0,14 
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III.3.6.2 - Análise da mutação T1264G no gene CD36  
 
O gene CD36 parece estar envolvido no processo de sequestração podendo deste modo 
contribuir para a resposta do hospedeiro à infecção malárica. A mutação T1264G introduz um 
codão de terminação no gene CD36 causando deficiência da proteína com efeitos na 
resistência/susceptibilidade à malária ainda não completamente esclarecidos (Pain et al 2001). 
Tendo em conta que a mutação T1264G atinge frequências polimórficas em África (Aitman 
et al, 2000), entendeu-se fazer um rastreio de isolados de sangue de pacientes com diferentes 
formas clínicas de malária, e de um grupo control sem malária, de modo a contribuir para a 
descrição da diversidade do gene CD36. Na figura 24 estão ilustrados os padrões de digestão do 
fragmento do exão 10 com a enzima NdeI, que permite detectar a mutação T1264G. Na presença do 
alelo selvagem existe um local de restrição para a enzima, o que origina dois fragmentos de 148 pbs 








Figura 24 - Padrões de digestão dos fragmentos do exão 10 com a enzima NdeI 
 
No grupo de pacientes sem infecção malárica não se identificaram portadores da mutação 
T1264G. No grupo de malária não complicada e de malária grave e/ou complicada, 6,5% e 12,5% 
dos isolados possuíam o alelo mutado na forma heterozigótica, respectivamente. O alelo selvagem 
apresentou frequências de 100%, 93,5% e 87,5%, para o grupo sem malária, com malária não 
complicada e com malária grave e/ou complicada, respectivamente. Os resultados desta análise 









+ +/- + + + + + + +
148 pbs 
213 pbs
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Tabela 31 - Distribuição dos polimorfismos no gene CD36 
 
 Genótipos 
 Não-mutado Mistura de 
alelos 
Mutado 
Sem malária 21/21 (100%) 0/21 (0%) 0/21(0%) 
 
Malária não complicada 72/77 (93,5%) 5/77 (6,5%) 0/77(0%) 
 





 Gene ICAM-1 
• A frequência do alelo mutado (ICAM-1 Kilifi) foi menor no grupo de indivíduos sem 
malária. 
 
• Não se verificou nenhuma correlação significativa entre a distribuição dos alelos, nos 




• O alelo selvagem foi predominante nos dois genes;  
 
• O alelo mutado, na forma homozigótica, não foi identificado em nenhum dos grupos 
analisados; 
 
• A mutação T1264G  foi verificada apenas associada à malária. 
 
 
Por limitações de tempo não foi realizada a análise molecular dos polimorfismos em outros 
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III.3.7 - Estudo dos factores genéticos humanos associados ao metabolismo de fármacos 
antimaláricos  
 
III.3.7.1 - Determinação dos polimorfismos no gene CYP2C8. 
 
A família CYP-450 apresenta uma grande variabilidade genética estando descritos alguns 
genes associados à alteração da actividade metabólica de vários fármacos (Rahman et al., 1994; 
Yamazaki et al., 1999; Ohyama et al., 2000). A terapia combinada para a malária, utilizando 
fármacos com diferentes mecanismos de acção, tem sido proposta como uma estratégia para o 
controlo desta doença (Björkman., 2002). Um potencial candidato para as combinações terapêuticas 
é a amodiaquina uma vez que, para além do baixo custo, esta é ainda eficaz contra os parasitas 
resistentes à cloroquina e à sulfadoxina/pirimetamina (Cavaco et al., 2005). No entanto, a 
incidência dos efeitos colaterais (ex: agranulocitose, hepatotoxicidade) têm limitado a sua utilização 
(Olliaro et al., 1996). Alguns estudos têm demonstrado o envolvimento do gene CYP2C8 na 
metabolização hepática da amodiaquina  (Cavaco et al., 2005; Nakajima et al., 2003; Li XQ et al., 
2002).  
Em Moçambique, a amodiaquina, em combinação com o Fansidar ®, foi utilizada durante 
cerca de dois anos como primeira linha de tratamento da malária no País, tendo o seu uso sido 
abandonado principalmente devido aos efeitos colaterais adversos. No entanto, não é de se descartar 
a hipótese da sua re-introdução, em terapia combinada, associado à artemisinina ou seus derivados. 
Foi objectivo desta análise, efectuada em colaboração com o Centro de Biomedicina Estrutural e 
Molecular da Universidade do Algarve, Portugal, verificar a heterogenicidade do gene CYP2C8 
num grupo de crianças com malária não complicada, em Moçambique.  
Analisaram-se 92 isolados de P. falciparum para os quais foram determinadas as frequências 
dos polimorfismos no gene CYP2C8 (CYP2C8*2, CYP2C8*3 e CYP2C8*4), nomeadamente: 
A805T (Ile269Phe, CYP2C8*2), C792G (Ile264Met, CYP2C8*4) e A1196G (Lys399Arg, 
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Tabela 32 – Frequências dos SNPs de CYP2C8 em isolados de indivíduos infectados com malária 
 
SNP GENÓTIPO No de isolados(%) 
A805T A/A 51 (59%) 
 A/T 33 (38%) 
 T/T 3 (3%) 
A1196G A/A 77 (84%) 
 A/G 15 (16%) 
 G/G 0 
C792G C/C 85 (98%) 
 C/G 2 (2%) 
 G/G 0 
 
 
III.3.7. 2 – Resumo 
 
• Para o polimorfismo A805T (CYP2C8*2), 38% dos isolados eram heterozigóticos e 3% 
homozigóticos para o alelo mutado.  
 
• Relativamente aos polimorfismos A1196G (CYP2C8*3) e C792G (CYP2C8*4), 16% e 2% 
dos isolados, respectivamente, eram heterozigóticos para o alelo mutado. Não foram 
identificadas formas homozigóticas para os alelos mutados.  
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IV- DISCUSSÃO 
 
Na República de Moçambique, a malária é endémica afectando principalmente crianças com 
menos de 5 anos de idade e mulheres grávidas (INS, MISAU., 2002). Os programas de controlo da 
malária no País, remontam à década de 50, aquando do início do programa global de “erradicação 
da malária”. A guerra civil em que o País esteve mergulhado nos anos 70 levou a uma instabilidade 
e destruição do sistema de saúde no País, incluindo do programa de controlo da malária. Com a 
cessação das hostilidades nos anos 90, duas décadas depois, houve um interesse renovado no 
controlo da malária com a introdução de programas anti vectoriais, através da pulverização intra 
domiciliar com insecticidas, complementado com o tratamento dos casos, a nível das capitais 
provinciais, e subordinado aos programas recomendados pela OMS. 
O Programa Nacional de Controlo da Malária (PNCM) foi criado em 1982, tendo sido 
desenvolvido posteriormente com a adopção de 3 estratégias principais, nomeadamente: a) 
diagnóstico precoce da malária (clínico e laboratorial) e tratamento adequado; b) controlo vectorial 
e c) educação para a saúde. Estes esforços foram incrementados em 1999, com uma parceria global 
entre várias organizações, nomeadamente, o Roll Back Malaria (RBM), OMS, UNICEF, Banco 
Mundial e o Programa das Nações Unidas para o Desenvolvimento (PNUD), que envolveu a 
comunidade na participação activa de actividades preventivas de controlo (Africa Malaria Report., 
2003). Esta estratégia de parceria global (2002-2005) teve como consequência a redução da 
morbimortalidade atribuída a malária, principalmente no grupo etário abaixo dos 5 anos de idade. 
A partir do ano 1999, com a Iniciativa Espacial de Desenvolvimento do Lubombo (LSDI), 
um projecto regional conjunto entre Moçambique, Swazilândia e África do Sul, para o controlo da 
malária, iniciou-se a realização de várias actividades em simultâneo tais como o controlo do vector, 
através da pulverização intradomiciliar (IRS), e a utilização de derivados dos ACTs para o 
tratamento dos casos (http://www.malaria.org.za/lsdi/).  
Este projecto abrange, para além das regiões ao sul de Moçambique, as áreas fronteiriças 
com a Swazilândia e a África do Sul. Uma investigação recente, realizada no âmbito do projecto 
LSDI, mostrou uma redução significativa da prevalência parasitária em Moçambique, atribuída a 
pulverização intra domiciliar com insecticida a base de carbamatos (Sharp et al., 2007).  
Apesar de todos esforços direccionados ao controlo desta infecção, a malária constitui ainda 
um grave problema de saúde pública em todo País. Actualmente, a malária é considerada uma 
prioridade para o governo de Moçambique, e como tal, está a ser desenvolvido um novo plano 
estratégico nacional de combate a esta doença tendo em consideração aspectos tais como a 
importância de outras doenças infecto-contagiosas no País, o crescimento da população e sobretudo, 
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as inúmeras catástrofes naturais que têm obrigado a uma movimentação da população para novos 
locais de residência criando dificuldades na implementação de programas de controlo. 
O presente estudo foi realizado em três unidades sanitárias da Província de Maputo, 
nomeadamente o Hospital Central de Maputo, o Centro de Saúde de Bagamoyo e o Centro de Saúde 
de Boane. O trabalho consistiu em: a) observação clínica dos pacientes, colheita de amostras, e 
observação do tratamento instituído, tendo decorrido em 3 etapas (períodos) correspondentes às 
épocas de maior transmissão da malária no País (Dezembro à Abril) e; b) estudo laboratorial onde 
se realizaram as análises moleculares necessárias à genotipagem.  
Assim, foram envolvidas instituições Moçambicanas e Portuguesas nomeadamente: a) a 
Faculdade de Medicina da Universidade Eduardo Mondlane em Maputo, Moçambique, no 
tratamento das amostras e análise microscópica; c) o laboratório do Centro de Malária e outras 
Doenças Tropicais (CMDT-LA), no Instituto de Higiene e Medicina Tropical em Lisboa, Portugal, 
nos estudos de resistência aos antimaláricos; c) o Instituto de Patologia molecular e Imunologia da 
Universidade do Porto (IPATIMUP), Portugal, no estudo dos moleculares de 
susceptibilidade/resistência do hospedeiro à malária e, d) o Centro de Biomedicina Estrutural e 
Molecular da Universidade do Algarve, Portugal, no estudo dos factores genéticos humanos 
associados ao metabolismo dos fármacos antimaláricos. 
 
O capítulo da discussão será apresentado em cinco sub-capítulos distintos em função de cada 
um dos objectivos iniciais e linhas de trabalho realizadas. 
 
IV.1 - Identificação das espécies de plasmódios  
 
Para a identificação da espécie de plasmódio infectante foram utilizadas duas técnicas, 
nomeadamente: a microscopia óptica (MO) e a técnica de PCR. Ficou aqui confirmada a elevada 
sensibilidade da técnica de PCR quando comparada com a técnica de M.O, o que está de acordo 
com investigações prévias nesta área (Snounou et al., 1993; Singh et al., 1999). A diferença de 
sensibilidade entre as duas técnicas permite questionar a relevância da técnica de PCR, onerosa, em 
comparação com a M.O, na medida em que o limite de detecção dos parasitas desta fica muito 
aquém do da técnica de PCR afectando a informação científica obtida. No nosso estudo a única 
espécie de plasmódio identificada foi o P. falciparum, o que está de está de acordo com a literatura 
local (PNCM, MISAU) embora existam casos de P. malariae e de P. ovale descritos nos relatórios 
nacionais (INS., 1981; PNCM, MISAU). 
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Foram aqui identificadas, por PCR, altas prevalências de P. falciparum depois do tratamento 
tanto com sulfadoxina/pirimetamina (Fansidar®) como com terapia combinada de 
sulfadoxina/pirimetamina (Fansidar ®) +amodiaquina. Do total de 186 amostras positivas para P. 
falciparum, antes do tratamento, 32 (17,2%) e 164 (88,2%) continuavam positivas depois do 
tratamento, na análise por M.O e PCR, respectivamente. Ainda na análise por PCR, com base o 
tratamento efectuado, verificou-se que a frequência de amostras positivas, para P. falciparum, 
depois do tratamento era mais elevada no grupo tratado com Fansidar® (98%), seguindo-se o grupo 
tratado com Fansidar®+amodiaquina (92,3%) e o grupo tratado com Fansidar®+artesunato (30%). 
Na verdade, apesar da análise por M.O ter identificado em algumas amostras a presença de 
P. falciparum depois do tratamento, com os medicamentos acima citados, a maior parte dos casos 
foram negativos tendo sido considerados como parasitológicamente curados. Isto significa que, 
devido ao baixo limite de detecção da M.O, muitos pacientes são considerados como ´´curados´´ 
depois do tratamento antimalárico, o que não é completamente correcto. A permanência de baixos 
níveis de parasitas na circulação sanguínea, não identificados através do diagnóstico laboratorial de 
rotina (M.O), pode originar situações como o surgimento de recrudescências, a malária grave, a 
malária crónica, o sequestro em órgãos, o agravamento gradual da anemia, entre outras.  
A principal vantagem do uso da técnica de PCR, na identificação da espécie de plasmódio é, 
sem dúvida, a alta sensibilidade da mesma que detecta níveis baixos de parasitémias com frequência 
não observados pela M.O (Conway., 2007; Snounou et al., 1993). Apesar da técnica de M.O. ser 
considerada como a técnica mais importante para o diagnóstico rápido da infecção malárica, a 
técnica de PCR poderá ser aplicada em paralelo, sobretudo nos estudos epidemiológicos em que são 
necessárias diferentes e detalhadas informações como por exemplo a detecção de infecções mistas 
(duas ou mais espécies ou dois ou mais genótipos dentro de uma espécie) e de estudos de 
acompanhamento e da dinâmica de uma infecção. Reconhece-se assim a importância da utilização 
da técnica de PCR para um diagnóstico mais acurado da malária mas também para outras 
investigações como os exemplos acima citados, ou dos mecanismos de resistência parasitária 
(estudos de genética e moleculares), e outros. É importante realçar que o elevado custo dos 
equipamentos e reagentes utilizados nas técnicas de biologia molecular, como a técnica de PCR, 
assim como a formação e actualização contínua dos recursos humanos, representam importantes 
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IV.2 - Caracterização das formas clínicas de malária nos pacientes do estudo 
 
Este estudo incluiu apenas crianças até os 15 anos de idade, e considerou-se a existência dos 
seguintes grupos de classificação: malária não complicada e malária grave e/ou complicada. A 
sintomatologia primária da malária é causada principalmente pela ruptura dos esquizontes com 
destruição dos eritrócitos, podendo esta doença apresentar um curso gradual ou fulminante sem que 
existam sintomas específicos.  
Na malária não complicada a apresentação clínica pode assemelhar-se a uma infecção viral 
comum, o resulta muitas vezes no diagnóstico tardio desta infecção (Murphy et al., 1996). Estudos 
realizados demonstraram que na infecção malárica não grave a sintomatologia varia desde febre (> 
92% dos casos), calafrios (79%), dor de cabeça (70%) e sudorese (64%). Adicionalmente, outros 
sintomas comuns podem estar presentes e incluem mal-estar geral, mialgias, dor abdominal, 
náuseas, vómitos diarreia e tosse seca. As crianças mais pequenas podem ainda apresentar 
convulsões febris devido à elevação súbita da temperatura corporal (Molyneux., 1989; Newton et 
al., 1998). 
No nosso estudo, a avaliação clínica dos pacientes malária não complicada mostrou a febre 
como sintoma predominante, o que está de acordo com a literatura (Molyneux., 1989; Trampuz et 
al., 2003). Após o tratamento antimalárico, exceptuando três pacientes, todos apresentavam-se em 
boas condições clínicas mesmo naqueles casos (17,2%) em que a M.O demonstrou a presença de 
parasitas no sangue.  
Em relação à malárica grave e/ou complicada, esta tem sido reportada como causando cerca 
de 1 milhão de mortes, anualmente, principalmente em crianças africanas menores de 5 anos, sendo 
a anemia grave, a malária cerebral e a acidose metabólica consideradas as manifestações clínicas 
principais (W.H.O., 2000). Os critérios clínicos e laboratoriais que classificam a malária grave, 
foram definidos pela O.M.S com o objectivo de alertar aos clínicos para os seus sinais e sintomas. 
No entanto, existem diferenças na frequência das várias manifestações clínicas, em diferentes 
idades e em diferentes níveis de endemicidade, o que limita a generalização destes critérios 
(W.H.O., 2000).  
No presente estudo, a principal limitação foi a dificuldade de seguimento dos pacientes 
devido a vários constrangimentos, principalmente a permanência demorada destes na unidade de 
cuidados intensivos, onde tanto o acesso como as rotinas hospitalares dificultam a realização de 
investigação clínica. No entanto, apesar dos constrangimentos citados, foi possível fazer uma 
avaliação clínica de todas as crianças à chegada da unidade sanitária. Neste grupo de pacientes 
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destacou-se a presença de  convulsões de repetição associadas a alterações do nível de consciência, 
em todos pacientes com malária cerebral.  
Um outro sinal foi a presença de anemia grave, associada à malária cerebral em 7,3% dos 
pacientes e, como única complicação em 41,5%. Estes achados estão de acordo com investigações 
prévias que indicam que, em crianças Africanas de regiões endémicas para a malária, a malária 
grave manifesta-se, frequentemente, com convulsões, alteração da consciência, acidose metabólica 
e anemia grave (Molyneux et al., 1989; Marsh et al., 1995; Waller et al., 1995).    
Adicionalmente, no grupo de pacientes com malária grave e/ou complicada, foram 
verificados 3 óbitos antes de 24 horas após o internamento, de entre os casos de malária cerebral. 
Estes óbitos podem estar relacionados não só à gravidade do quadro clínico apresentado como ao 
início tardio do tratamento, principalmente devido à demora de procura dos serviços de saúde 
frequentemente observada na nossa população. Por outro lado, pela evolução do quadro clínico, 
com instalação e evolução rápida das manifestações clínicas, a morte poderá provavelmente ter 
ocorrido por complicações clínico-patológicas graves associadas, entre outros factores, a uma 
variedade das síndromes clínicas. 
Uma limitação encontrada que não possibilitou a análise detalhada da(s) causa(s) dos óbitos 
verificados no nosso estudo foi a dificuldade de realização de autópsias, por não aceitação por parte 
dos familiares. A existência limitada de investigações pós-mortem, em crianças, ou de literatura 
com descrições clínico-patológicas claras relacionadas às formas graves de malária, impossibilita a 
associação de síndromes específicos à causa de morte, como por exemplo o sequestro de parasitas 
na microcirculação cerebral, a hemorragia cerebral, o edema cerebral, a herniação transtentorial, a 
isquemia cerebral difusa, entre outros, dificultando o entendimento das várias teorias possíveis da 
patogénese da malária cerebral (Walker et al., 1992; Newton et al., 1998; Warrell et al., 1999).  
Um outro aspecto importante de referir, associado à malária grave, relaciona-se com a 
diminuição da imunidade causada pela infecção pelo vírus de imunodeficiência humana (VIH) no 
País. Apesar do presente estudo não estar direccionado para a análise da relação entre a infecção 
pelo VIH e a malária grave, não podemos deixar aqui de mencioná-la, uma vez que a prevalência de 
infecção pelo VIH em Moçambique é de cerca de 16,2%, com cerca de 140.000 de crianças 
infectadas abaixo dos 15 anos de idade (http://www.unaids.org/). Este facto leva-nos a estabelecer 
uma relação entre o surgimento de formas graves de malária e a presença de infecção pelo VIH. 
Algumas investigações suportam esta relação ao demonstrar que a infecção pelo VIH interfere no 
funcionamento da imunidade celular, importante para a protecção contra a malária, podendo esta 
ficar severamente comprometida em indivíduos infectados com o VIH com baixa contagem dos 
linfócitos T-CD4 (Artavanis-Tsakonas et al., 2003). Por outro lado, o facto da infecção pelo VIH se 
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traduzir numa baixa imunidade individual pode modificar as características da infecção com 
reconhecido aumento da parasitémia (Van geertruyden et al., 2006; Byakika-Kibwika et al., 2007). 
A infecção pelo VIH parece também influenciar negativamente na resposta ao tratamento com 
antimaláricos (Parise et al., 1998). 
 A utilização indiscriminada da cloroquina, uma prática frequentemente adoptada pela 
população Moçambicana, é referida como causando um efeito imunossupressor ao interferir no 
reconhecimento antigénico pelos linfócitos T, na activação das células B e na produção de 
anticorpos, concorrendo negativamente para capacidade dos pacientes responderem adequadamente 
ao tratamento antimalárico (Colebunders et al., 1990; Malamba et al., 2007). 
Uma alternativa para reduzir o agravamento da sintomatologia, nos casos de malária grave, 
poderia ser a utilização de supositórios baseados em derivados de artemisinina, referido por alguns 
autores como fazendo parte de um grupo de medidas pré-referência eficazes na abordagem da 
malária grave (W.H.O., 2006b; Gomes et al., 2008). Contudo, esta formulação ainda não está 
disponível no actual plano de tratamento antimalárico em Moçambique.  
Em relação a anemia grave, verificada em alguns pacientes do nosso estudo, esta pode ter 
várias origens desde a existência de infecções maláricas de repetição e/ou crónicas, que levam a um 
decréscimo gradual da hemoglobina, até a condição nutricional dos pacientes. Em Moçambique, a 
existência de altas prevalências de desnutrição infantil crónica (41%) e anemia (75%), associadas às 
parasitoses intestinais e à introdução de alimentação mista precocemente (antes dos 6 meses de vida) 
nas crianças, dificultam a correcção a médio e longo prazo dos casos de anemia, causados pela 
infecção malárica (IDS., 2003). As características clínicas principais da anemia grave são a 
dificuldade respiratória e a circulação hiperdinâmica, que concorrem para uma oxigenação 
inadequada e um compromisso cardíaco. No entanto, a contribuição relativa de cada um dos 
factores ainda não está esclarecida (English et al., 1996). Embora a desnutrição seja um factor 
relevante associado à anemia na infecção malárica, alguns estudos apresentam outros factores a ela 
associados. Um exemplo é o estudo realizado no Gana, onde foi demonstrado que a anemia grave 
está associada à baixa idade, malnutrição e a elevação do lactato mas não à hiperparasitémia. Por 
outro lado, investigações realizadas na Tanzânia relacionaram a parasitémia por P. falciparum e a 
malnutrição como causa de anemia grave (Kahigwa et al., 2002), enquanto que no Burkina-Faso a 
malnutrição foi considerada como a causa mais importante da anemia (Müller et al., 2003). Outras 
investigações demonstraram que as taxas de mortalidade por anemia, em crianças hospitalizadas, 
com infecção malárica, podem ser elevadas estando à volta de 4.7% a 14 - 16% (Slutsker, et al; 
1994).  
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A principal abordagem para a correcção da anemia grave consiste na transfusão de sangue 
(normalmente concentrado de glóbulos vermelhos) cujo objectivo é melhorar o quadro clínico do 
paciente. Contudo, existem algumas limitações para a utilização de rotina deste procedimento, 
principalmente em regiões (ex: Moçambique) onde existe uma elevada prevalência da infecção por 
VIH e uma alta proporção de dadores de sangue seropositivos para VIH (Newton et al., 1992). Por 
essa razão, em Moçambique, a indicação de transfusão de sangue é baseada não só no valor da 
hemoglobina como também em critérios clínicos relacionados com presença ou não de 
complicações associadas (ex: descompensação cardíaca, hiperparasitémia, alteração do nível de 
consciência, entre outros).  
A situação sócio-económica dos pacientes do nosso estudo deve ser aqui referida, pois, 
segundo dados colhidos através do inquérito aqui realizado a maior parte dos pacientes reside em 
áreas suburbanas da cidade de Maputo, onde as condições de habitação e saneamento básico são 
precárias e onde existe uma maior exposição ao vector. Este aspecto pode ser reforçado pelo estudo 
realizado por Carme e colaboradores onde se estabeleceu  uma relação directa entre as condições 
sócio-económicas e habitacionais e a infecção malárica  (Carme  et al., 1994).  Deve ser 
acrescentado que em um outro estudo, comparando um grupo de crianças com malária grave com 
um grupo de crianças com formas leves de malária, concluiu-se que os factores sócio-económicos 
são pouco importantes para o desenvolvimento da malária grave (Koram et al., 1995). 
Neste estudo foi possível colher dados clínicos e parasitários de 274 crianças, hospitalizadas 
ou em ambulatório, em 3 unidades sanitárias da província de Maputo. De referir que durante o 
período do estudo, provavelmente pela aplicação a nível do País de novas regras do programa LSDI 
de controlo da malária, houve uma visível redução do número de crianças internadas ou infectadas 
(dados não apresentados).  
 
IV.3 - Estudo epidemiológico da resistência aos antimaláricos 
 
A utilização de fármacos antimaláricos representa, actualmente, o método mais utilizado no 
controlo da malária, em associação à educação sanitária, à melhoria das condições de habitação e à 
utilização de redes mosquiteiras, impregnadas ou não. No decorrer das últimas décadas, o 
aparecimento e propagação de parasitas resistentes à maior parte dos antimaláricos disponíveis 
tornou-se o principal obstáculo a uma eficiente contenção da doença a nível mundial, não 
impedindo contudo, o uso contínuo de antimaláricos isoladamente ou em combinações. As várias 
estratégias de controlo da malária têm, portanto, sido fortemente comprometidas pelo aparecimento 
de resistência parasitária actualmente disseminada por praticamente todas as áreas onde a malária é 
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endémica (Wongsrichanalai et al., 2002; Wernsdorfer & Noedl, 2003). Apesar de não existirem 
dados actualizados sobre a resistência aos antimaláricos em Moçambique, o primeiro registo de 
resistência foi identificado na década de 80 com a resistência, in vivo, do P. falciparum à cloroquina 
(Schwalbach et al; 1986).   
Existem vários métodos para analisar a sensibilidade do P. falciparum aos antimaláricos, 
sendo que os métodos tradicionais baseiam-se sobretudo em testes in vitro e/ou in vivo. Os testes in 
vivo consistem no tratamento de um grupo de indivíduos sintomáticos e parasitados, com 
concentrações de fármaco pré-determinadas, seguido de uma monitorização da resposta clínica e/ou 
parasitológica durante um determinado  período. Estes testes possuem a vantagem de ser possível 
ter em conta as interacções entre o parasita e o hospedeiro, reflectindo por isso situações clínicas e 
epidemiológicas reais. Contudo, uma série de problemas têm vindo a limitar a sua utilização, 
nomeadamente a dificuldade do acompanhamento dos doentes (“follow-up”), no minímo de 7 dias, 
às dificuldades burocráticas de implementação dos testes no terreno (ex: regras hospitalares), aos 
problemas na distinção entre recrudescência e re-infecção e ao controlo individual da ingestão de 
antimaláricos e de outros fármacos não prescritos para o estudo. Não se deve esquecer o uso de 
plantas medicinais tradicionais que podem ou não afectar a dinâmica de uma infecção, e cujo 
conhecimento é hoje escasso. 
Em relação aos testes in vitro, estes baseiam-se na recolha de sangue de um paciente 
parasitado, onde os parasitas são expostos a quantidades precisas de um determinado composto 
numa placa de micro-cultura. Tal técnica permite observar o grau de inibição de crescimento e/ou 
morte parasitária, reflectindo o grau de susceptibilidade dos parasitas a um determinado fármaco e a 
uma determinada concentração. Os testes in vitro, apresentam também algumas limitações de 
execução, tais como problemas na manutenção de condições de esterilidade, dificuldade no controlo 
dos níveis de fármaco nas culturas devido à ingestão prévia de antimaláricos por parte do doente, 
limitação no número de culturas simultâneas, ausência de uma correlação total com a situação in 
vivo, entre outros. No entanto, foram os testes in vitro os que deram indicação precoce a resistência 
in vivo em muitas regiões. 
Na presente investigação, os estudos de resistência foram dirigidos aos antimaláricos 
utilizados no País. Deve ser referido que o estudo foi fortemente afectado pela alteração da primeira 
linha de tratamento por duas vezes, por orientação e directiva do Ministério de Saúde de 
Moçambique. As amostras analisadas eram provenientes de pacientes observados em 3 unidades 
sanitárias (dois centros de saúde e um hospital central) da Província de Maputo. O nosso estudo 
incluiu a análise dos polimorfismos dos genes pfcrt (associado a resistência à cloroquina), pfdhfr e 
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pfdhps (associado à resistência à pirimetamina e sulfadoxina), pfmdr1 (associado a resistência a 
amodiaquina) e finalmente pfATPase6 (associado à resposta à artemisinina e seus derivados). 
Todos estes medicamentos fizeram ou fazem parte da plano terapêutico nacional de 
tratamento da malária em Moçambique tendo contudo, a cloroquina e a amodiaquina sido retiradas 
em 2002-4 do referido plano. Apesar de tudo, deve-se considerar que a retirada destes 
medicamentos parece não ter influenciado o desaparecimento dos parasitas portadores dos genes de 
resistência a estes fármacos, um processo moroso e dependente de outros factores. 
Verificou-se que tanto no grupo tratado com sulfadoxina/pirimetamina (Fansidar ®) como 
no grupo tratado com a combinação de sulfadoxina/pirimetamina (Fansidar ®) + amodiaquina, a 
prevalência dos alelos mutados foi sempre elevada, principalmente no gene pfdhfr. Para este gene 
os alelos mutados 51I, 59R e 108N apresentaram predominância absoluta, tanto antes como depois 
do tratamento, demonstrando claramente a fixação destes nesta população. Na verdade, estas 
observações estão de acordo com alguns estudos realizados em Moçambique que demonstraram a 
existência de altas frequências de mutações à sulfadoxina/pirimetamina (Fansidar®) (Abacassamo 
et al., 2004). Um estudo recentemente publicado (Raman et al., 2008) realizado no sul de 
Moçambique, no âmbito da Iniciativa Espacial dos Libombos (LSDI), mostrou a existência de altas 
prevalências de mutações nos genes pfdhfr e pfdhps no período compreendido entre 1999 e 2004, 
com um pico de resistência à sulfadoxina/pirimetamina (S/P) em 2001, que coincidiu com a 
resistência a este antimalárico nas regiões vizinhas do sul de Moçambique. O mesmo estudo 
mostrou ainda uma redução da frequência de mutações no gene pfdhps, mas não no gene pfdhfr, no 
período após a substituição da S/P pelo Coartem (artesunato/lumefantrina) (Raman et al., 2008).  
No nosso estudo, na análise da mutação pfdhfr108N, descrita por alguns autores (Peterson et 
al., 1991; Biswas et al., 2000; Sibley et al., 2001) como a mutação precursora para o surgimento de 
todas as estirpes resistentes à pirimetamina, verificou-se uma elevada frequência de amostras 
contendo o alelo mutado 108N antes do tratamento o que indica a existência desta mutação em 
circulação na população do estudo. Estudos realizados indicam que a presença da mutação 108N 
associada às mutações 51I e 59R, designado de triplo mutante, está associada ao aumento 
progressivo dos níveis de resistência farmacológica à S/P (Plowe et al., 1997; Peterson et al., 1991). 
Ainda no gene pfdhfr, para o codão 164, verificou-se a ausência do alelo mutante 164L, 
assim como de  mistura de alelos (164L+164I) em todas amostras analisadas, o que está de acordo 
com investigações realizadas em África em relação a este polimorfismo (Nzila et al., 2005). Para o 
gene pfdhps, apesar da presença das mutações ser menos frequentes, as mesmas estão já 
estabelecidas na população parasitária.  
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Tanto no grupo tratado com sulfadoxina/pirimetamina (Fansidar®), como no grupo tratado 
com sulfadoxina/pirimetamina (Fansidar ®) + amodiaquina, a elevação do número de amostras 
contendo o alelo mutado pfdhps 437G, depois do tratamento, revelou-se estatisticamente 
significativa indicando a possível utilidade deste polimorfismo como marcador molecular de 
resistência de resistência à S/P na região estudada. No entanto, alguns autores tem considerado de 
menor relevância as associações entre mutações nos genes pfdhfr e pfdhps com a resposta clínica 
e/ou parasitológica (Jelinek et al., 1998; Omar et al., 2001).  
 Por outro lado, tem sido demonstrado que a associação de um marcador molecular 
parasitário com a resposta terapêutica in vivo depende também de outros factores como por exemplo 
a imunidade do hospedeiro (pode mascarar a parasitémia), a genética do hospedeiro (metabolização 
diferente dos antimaláricos pelos diferentes hospedeiros humanos) e a base genética da resistência 
(mutações simples e mutigénicas) (Sibley et al., 2001; Kyabayinze et al., 2003).  
 No que diz respeito à identificação de amostras com mutações múltiplas (com mais de uma 
mutação nos genes em estudo) investigações realizadas no continente Africano (Bwijo et al., 2003; 
Mugittu et al., 2004; Happi et al., 2005; Nsimba et al., 2005) confirmam que uma população 
homogénea com a presença do triplo mutante pfdhfr 51I, 59R e 108N) em simultâneo, no gene, está 
associada à falência terapêutica ao 7º dia com tratamento com S/P, sendo esta associação reforçada 
pela presença adicional de pfdhps 437G e 540E designada no seu conjunto de “quíntuplo mutante”.  
No nosso estudo verificou-se um aumento significativo da frequência de amostras com o 
quíntuplo mutante (pfdhfr+pfdhps), após o tratamento com S/P. O mesmo não se verificou com o 
grupo de amostras tratadas com a associação S/P+amodiaquina”, onde houve um decréscimo 
significativo do triplo mutante (pfdhfr) e uma redução da frequência de isolados  com o quíntuplo 
mutante (pfdhfr+pfdhps), depois do tratamento. Verificou-se também uma diminuição significativa 
de isolados com o quíntuplo mutante (pfdhfr+pfdhps), associado ao alelo mutante pfmdr1 (86Y). 
Neste contexto, deve ser dada especial atenção às observações aqui encontradas, uma vez que o 
estudo realizado por Alifrangis e colaboradores, em Moçambique, demonstrou que a existência de 
duas mutações nomeadamente, pfdhfr 59R e pfdhps 437G, são suficientes para predizer falências 
parasitológicas significativas ao tratamento com  S/P (Alifrangis et al., 2003). 
Um estudo realizado por Kublin e colaboradores, (Kublin et al., 2002) com crianças no 
Malawi, encontrou uma forte associação entre a presença do quíntuplo mutante e a falência 
terapêutica à S/P. O mesmo estudo permitiu também verificar que estando presentes as mutações 
pfdhfr 59R e pfdhps 540E, estas permitiam prever a existência do quíntuplo mutante. Estas 
observações foram posteriormente corroboradas por outros autores (Bwijo et al., 2003; Talisuna et 
al., 2004; Mbugi et al., 2006). 
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No entanto, apesar da existência de estudos que reportam a associação entre a resposta ao 
tratamento à S/P e os polimorfismos genéticos, o envolvimento de certas mutações na mediação de 
outras resistências continua não esclarecido. Os estudos da propagação ou alastramento de clones 
ou parasitas resistentes a antimaláricos são complexos e de difícil avaliação, tanto que essa 
propagação depende também da capacidade dos parasitas, para além de sobreviverem ao tratamento, 
terem a capacidade de se transmitirem através do mosquito vector a outros pacientes, competindo 
com vantagem contra outros plasmódios, da mesma espécie. Esta característica, geralmente 
denominada “fitness” tem sido associada aos plasmódios resistentes aos diversos fármacos 
utilizados, não existindo ainda prova de resistência, no momento, a artemisinina e seus derivados. A 
utilização de marcadores moleculares identificadores ou preditores da resistência a um tratamento, 
apenas parece ser aceitável para estudos clínicos no caso da S/P dado que os restantes marcadores 
conhecidos, apesar de associados à resistência in vivo, não são característicos. Adicionalmente, 
tendo em conta o facto da maioria dos estudos existentes em África terem sido realizados sobretudo 
na África Oriental, onde a resistência à S/P foi aparentemente motivada pela rápida expansão de um 
clone altamente resistente, torna-se difícil determinar a importância do envolvimento de mutações 
isoladas na mediação da resistência a este fármaco (Roper et al., 2003). Particularmente, na África 
Oriental a mutação pfdhfr 51I está frequentemente associada à pfdhfr 59R e para o gene pfdhps a 
437G está fortemente associada à 540E (Kyabayinze et al., 2003). Contrariamente, num outro país 
da região da África Oriental, a associação entre as mutações pfdhfr 51I e 59R é mais fraca sendo a 
mutação pfdhps 437G comum não obstante a ausência do genótipo 540E (Marks et al., 2005). Estes 
dados indicam que o surgimento de mutações e a sua manutenção numa dada região dependerá de 
outros factores.  
Assim, e embora tratando-se de uma das primeiras investigações deste tipo em Moçambique, 
os resultados aqui obtidos, relacionados à resistência a S/P, suscitam preocupações sobre o uso 
deste fármaco como uma componente de primeira linha tratamento antimalárico em Moçambique, 
pela já elevada prevalência de estirpes consideradas altamente resistentes, tal como observado em 
diferentes países de África (Plowe et al. 1997; Nzila et al. 2000). A continuação do uso da S/P 
poderá aumentar a pressão selectiva deste fármaco causando um aumento progressivo da proporção 
de mutantes resistentes a este antimalárico. Deve ser acentuado que a combinação S/P é 
amplamente utilizada, com relativo sucesso, como profilático da malária na mulher grávida, em 
Moçambique (Brentlinger et al., 2007). 
Adicionalmente, os resultados obtidos poderão contribuir para a continuidade das 
investigações nesta área, complementado com a realização de testes in vitro, para ser possível 
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efectuar comparações entre os resultados obtidos pelos diferentes métodos, de modo a estabelecer 
os valores preditivos de resistência relativos um determinado marcador molecular.  
 Relativamente ao gene pfmdr a presença do polimorfismo N86Y e/ou 1246Y tem vindo a ser 
associado à menor susceptibilidade de P. falciparum à amodiaquina em África (Khalil et al., 2005; 
Dokomajilar et al., 2006). No nosso estudo, a análise do gene pfmdr1 foi realizada devido a 
utilização da combinação terapêutica S/P + amodiaquina, no grupo de pacientes com malária não 
complicada. A prevalência observada para o alelo 86Y do gene pfmdr1, antes do tratamento, era de 
78,2% tendo-se mantido em 82,3% após o tratamento. Da mesma forma identificaram-se cerca de 
22,8% de isolados com o alelo 1246Y antes do tratamento e 22,3% após o mesmo. A prevalência 
acima indicada está de acordo com outros estudos que indicam a presença do alelo mutante (86Y) 
no gene pfmdr1 como um factor preditivo da falência ao tratamento com monoterapia com 
amodiaquina (Nsobya et al., 2007). 
Relativamente aos polimorfismos no gene pfcrt 75 e 76, descritos como estando 
relacionados à resistência in vivo e in vitro à cloroquina, os resultados obtidos no nosso estudo 
indicaram prevalências elevadas para os alelos mutados 76T e 75E, achados esses consistentes com 
estudos realizados por outros autores em África (Mayor et al., 2001; Warhurst., 2003) e na Ásia 
(Lim et al., 2003). Curiosamente, as prevalências deste dois alelos verificadas no nosso estudo 
conduzem-nos a observações intrigantes uma vez o uso da cloroquina, para o tratamento dos casos 
de malária, foi oficialmente abandonado em 2002. Assim, poder-se-ia esperar que as frequências 
dos alelos mutados na população parasitária fossem mais reduzidas devido a interrupção da pressão 
selectiva exercida pelo fármaco. De facto, a tendência para uma redução do mutante 76T, na 
ausência da utilização da cloroquina foi verificada num estudo realizado no Malawi onde a sua 
frequência diminuiu de 85% para 13%, oito anos após a utilização deste composto, para tratamento 
e profilaxia, ter sido abandonada no País (Kublin et al., 2003). No nosso estudo, uma hipótese para 
justificar as elevadas prevalências dos alelos mutados no gene pfcrt, na região estudada, pode ser a 
utilização indiscriminada deste fármaco que, apesar de ter sido oficialmente retirado da circulação, 
pode ainda ser adquirido no mercado paralelo. 
Em relação ao gene pfATPase6, relacionado com a resistência a artemisinina, existe pouca 
informação publicada relacionada à variação alélica neste gene. No nosso estudo, apesar das 
limitações técnicas e de amostragem, foram analisados os codões 110, 769, 1916 e 2694, deste gene, 
tendo-se observado apenas para o codão 2694, tanto antes como após o tratamento, mutações que 
não causam alteração do aminoácido. No entanto, existe pouca informação relativa aos possíveis 
genótipos existentes do gene pfATPase6 o que limita a interpretação de resultados obtidos. Num 
estudo prévio realizado em parasitas provenientes do continente Africano e Americano, mais 
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especificamente do Senegal e da Guiana Francesa, foram encontrados 23 polimorfismos sinónimos 
e não-sinónimos, tendo sido identificados 8 tipos de proteína PfATPase6 (Jambou et al., 2005).  
Nesse estudo, que incluiu também parasitas provenientes do Cambodja, todas as mutações 
encontradas foram sinónimas, indicando uma maior conservação do gene e consequentemente da 
proteína, por parte dos parasitas Asiáticos (Jambou et al., 2005). Em concordância, outro estudo 
realizado com amostras da Tailândia, somente encontrou um polimorfismo não-sinónimo entre as 
sequências (Price et al., 2004).  
Ainda em relação a análise do gene pfATPase6, estudos realizados indicam que parasitas 
africanos parecem ser mais sensíveis aos derivados da artemisinina estando reportadas médias 
geométricas IC50s, para o artesunato, de 0,58, 0,73, e 2.2nM de São Tomé, Gabão e Senegal, 
respectivamente (Ferreira et al., 2007; Ramharter et al., 2006; Henry et al., 2006). Contráriamente, 
o estudo de Jambou e colaboradores descreveu  vários isolados frescos, de P. falciparum, da Guiana 
Francesa, com níveis IC50 para a artimisinina acima de 40nM, o que indica uma tendência 
significativa à baixa tolerância a este fármaco (Jambou et al., 2005). Em Moçambique a 
artemisinina e seus derivados têm sido utilizados, com sucesso, em combinação com outros 
antimaláricos para o tratamento da malária não complicada. Um estudo realizado em crianças com 
malária não complicada, em Moçambique, onde se analisou a eficácia da cloroquina, amodiaquina, 
S/P e das combinações terapêuticas deste fármacos com artesunato, mostrou que a terapia 
combinada tinha um efeito mais rápido na redução da febre e da gametocitémia  (Abacassamo et al., 
2004) 
No presente estudo foram identificadas infecções policlonais em todas marcas genéticas 
analisadas, as quais estão representadas por infecções mistas. Este achado pode ser suportado por 
várias publicações relacionadas com a diversidade genética em populações selvagens de P. 
falciparum (Conway., 2007; Walliker, 1994) que referem ser frequente encontrar na natureza 
infecções policlonais, isto é, a presença de mais de um tipo de plasmódio da mesma espécie, em 
crescimento simultâneo, numa mesma amostra de sangue infectado (Rosário.,1981). Esta 
diversidade genética das populações parasitárias varia consoante a área geográfica (Creasey et al., 
1990). Por outro lado, quanto maior for a densidade vectorial e o contacto dos vectores com 
humanos infectados, numa determinada região, maior será a probabilidade de surgirem parasitas 
com múltiplas recombinações (Farnet et al., 2002; Walliker., 1994).  
 Em resumo, realizou-se a análise de uma população natural do parasita P. falciparum em 
Maputo, Moçambique, tendo sido avaliado o perfil genotípico, num momento em que a artemisinina 
e derivados estão a ser utilizados como antimaláricos de primeira e segunda linha para o tratamento 
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da malária não grave no País. Assim, mesmo sendo limitadas as informações aqui apresentadas, 
estas podem ser utilizadas como base para investigações  futuras nesta área.  
 
IV.4 - Estudo de factores genéticos humanos relacionados com a susceptibilidade/resistência à 
malária 
 
A mutação ICAM-1Kilifi tem sido encontrada em várias populações em África e na América 
do Norte, tendo nesta sido identificada principalmente em populações Afro-Americanas (41%); 
caucasianas (1%), asiáticas (10%) e hispánicas (4%) (Zimmerman et al., 1997). Em África, 
investigações realizadas no Quénia encontraram uma frequência da mutação ICAM-1Kilifi superior a 
30%, tendo esta sido indicada como marcador de susceptibilidade para a malária cerebral 
(Fernandez-Reyes et al, 1997). Estes achados revelaram-se contraditórios, com um outro estudo 
realizado Gâmbia em que não foi demonstrada a existência de correlação entre o polimorfismo no 
gene ICAM-1 e a gravidade da infecção malárica (Bellamy et al , 1998).  
A existência de uma discrepância na distribuição da mutação ICAM-1Kilifi, no mundo, foi 
comprovada num estudo realizado por Fernandez-Reyes e colaboradores onde esta mutação esteve 
ausente em populações caucasianas (da Europa) e asiáticas (da Thailândia), enquanto que no grupo 
populacional da Papua Nova Guiné a mutação foi identificada. Um outro estudo (Zimmerman et al., 
1997) identificou a mutação ICAM-1Kilifi em Norte -Americanos com ascendente asiático.  
Na presente investigação, a presença da mutação ICAM-1Kilifi foi encontrada em 50% em 
pacientes com malária não-complicada, 44,8% dos pacientes com malária grave e/ou complicada e 
em 28,5% no grupo controlo (sem malária). Apesar do baixo número de amostras analisadas, para 
cada um dos grupos aqui estudados, parece haver uma associação entre a presença da mutação no 
gene ICAM-1 Kilifi e a infecção malárica nas suas formas não-complicada e grave e/ou complicada. 
Por outro lado, segundo os nossos resultados parece haver uma correlação significativa entre a 
ausência de malária e a ausência do alelo mutado. No entanto, deve-se ter em conta a existência de 
outros factores associados como por exemplo a presença simultânea de mutações, em outros genes e 
citoquinas, que podem estar interferir na modulação da expressão do gene ICAM-1. A título de 
exemplo, num estudo realizado na Gâmbia, a presença em simultâneo da mutação ICAM-1Kilifi e de 
uma mutação na região promotora de TNF2, foi identificada como estando associada, numa baixa 
frequência, à severidade da infecção malárica (McGuire et al., 1994). Outras investigações 
indicaram que os efeitos da mutação no gene ICAM-1 podem ser influenciados por outros factores 
geneticamente determinados que aumentam ou diminuem a ligação do alelo mutado ICAM-1Kilifi às 
células infectadas, causando susceptibilidade ou protecção à infecção malárica (Kun et al., 1999).  
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Para o gene CD36, por este estar envolvido no processo de sequestração pode contribuir 
para a resposta do hospedeiro à infecção, razão pela qual foi aqui analisado. Ao contrário do que 
acontece com outros receptores, a expressão do CD36 é reduzida no epitélio cerebral. A hipótese de 
que o CD36 contribuía para a gravidade da malária foi inicialmente colocada por alguns 
investigadores, por este mediar uma ligação permanente aos eritrócitos parasitados, o que conduziu 
ao desenvolvimento de terapêuticas para inibir ou reverter esta interacção (Cooke et al, 1998). No 
entanto, embora a adesão ao CD36 tenha diminuído com estas terapêuticas verificou-se um aumento 
significativo da ligação a outros receptores, como o ICAM-1 e o VCAM-1, o que pode contribuir 
para os efeitos adversos da malária (Yipp et al, 2003). Esta observação pode explicar resultados de 
estudos in vivo, que mostraram que parasitas isolados de doentes com malária não grave ligam-se 
preferencialmente ao CD36, em detrimento de outros receptores (Rogerson et al, 1999; Traore et al, 
2000).  
Apesar de não estar ainda definido o modo como o CD36 contribui para a severidade da 
malária, sabe-se que está associado a alterações no fenómeno de citoaderência e nos mecanismos de 
defesa ao parasita. É razoável especular-se que a sequestração dos eritrócitos infectados em órgãos 
não vitais, como a pele ou os músculos, mantém o parasita afastado do cérebro, evitando que ocorra 
a oclusão dos capilares cerebrais (Serghide et al, 2003). 
Na nossa investigação procurou-se contribuir para a  interpretação da diversidade do gene 
CD36 em populações com diferentes formas clínicas de malária. Em particular, procedeu-se à 
análise da distribuição populacional da mutação T1264G, que introduz um codão de terminação, 
abolindo a expressão da proteína (Aitman et al, 2000). A presença do alelo selvagem foi 
predominante, com prevalências elevadas, tanto para os grupos com as formas clínicas de malária 
não-complicada e malária grave com complicações, como para o grupo controlo. Não foram 
identificadas mutações mistas. Pode-se especular que a mutação T1264G aumenta a vulnerabilidade 
à malária dado que só está presente nas amostras dos doentes. Um estudo realizado em crianças 
africanas demonstrou que a forma heterozigótica para esta mutação estava associada à protecção 
contra as formas severas da infecção (Pain et al., 2001) 
Apesar de não ser possível tirar conclusões definitivas com base nas análises aqui 
apresentadas para os dois genes, parece-nos evidente que a susceptibilidade às doenças infecciosas é 
marcadamente poligénica. A existência de múltiplos genes afectando a susceptibilidade às doenças 
infecciosas, reflecte provavelmente o papel importante que os microrganismos patogénicos tiveram 
na geração de diversidade do genoma humano através da selecção natural. Os genes que têm um 
papel importante na defesa contra microrganismos patogénicos parecem evoluir a uma taxa superior 
a qualquer outro classe de genes humanos. Perante este cenário, uma pergunta não pode deixar aqui 
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feita: quais são os mecanismos que mantém a acentuada diversidade genética observada entre 
diferentes populações? São ainda desconhecidos, mas um dos mais importantes poderá ser a 
variação do genoma dos próprios agentes infecciosos que ocorre de forma acentuada, por exemplo, 
no vírus VIH e no Plasmodium spp. As vantagens da heterozigotia de alguns alelos na resistência a 
algumas doenças infecciosas, podem também ter contribuído para a diversidade genómica humana. 
Outros factores importantes mas aleatórios e difíceis de quantificar são os factores ambientais. 
Assim, a susceptibilidade individual para uma doença infecciosa será o resultado de uma grande 
variedade de factores genéticos tanto da parte do hospedeiro como do agente infeccioso, com uma 
contribuição relativamente importante de factores ambientais. Esta perspectiva evolucionária 
extremamente dinâmica sugere que os genes que afectam a susceptibilidade a uma doença 
infecciosa podem apresentar uma heterogeneidade inter-populacional significativa devido a 
variações geográficas do genoma do agente patogénico e variações na frequência dos genes 
humanos intervenientes, e ainda a variações ambientais locais.  
Apesar das limitações, o nosso estudo foi o primeiro a ser realizado com amostras 
provenientes de Moçambique, para a análise dos marcadores humanos de susceptibilidade à 
infecção malárica. Tratam-se, pois, de análises preliminares, ainda pouco consistentes, que 
requerem investigações futuras mais acuradas.  
 
IV.5 - Estudo de factores genéticos humanos associados ao metabolismo de fármacos 
antimaláricos 
 
O fracasso terapêutico e a resistência aos antimaláricos converteram-se num problema 
importante que impede o controlo adequado da malária em vários países onde a malária é endémica. 
Contudo, até ao momento não são conhecidos estudos onde tenham sido aprofundados os factores 
do hospedeiro que influenciam a resposta terapêutica, centrando-se a maioria das investigações na 
resistência do Plasmodium aos antimaláricos, em particular por P. falciparum. Um dos elementos 
que determinam a resposta terapêutica antimalárica é o percurso metabólico da biotransformação do 
medicamento antimalárico no organismo humano, que pode gerar compostos mais activos que o 
fármaco original, ou outros, com pouca ou nenhuma actividade ou de excreção mais rápida.  
A maior parte da biotransformação dos medicamentos ocorre no fígado com a participação 
do complexo enzimático do citocromo P-450 (CYP-450). Várias enzimas deste complexo 
participam na biotransformação dos diferentes medicamentos antimaláricos no organismo humano 
incluindo a amodiaquina, onde a principal via de eliminação é a transformação desta em 
desetilamodiaquina, pela acção da CYP2C8 no fígado (Gião et al., 2001; Li et al., 2002). Na 
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presente investigação analisaram-se os polimorfismos na variante CYP2C8 para os quais o 
resultado revelou-se inconclusivo, tendo-se observado predominância do alelo selvagem, quer na 
foram homozigótica ou heterozigótica. Não foi possível extrapolar esta observação para a resposta 
terapêutica ao tratamento uma vez que foram apenas analisadas amostras de pacientes colhidas 
antes do tratamento.  
A relação directa entre os CYP-450 e a resposta terapêutica antimalárica é complexa uma 
vez que os polimorfismos genéticos nos CYP-450 são influenciados por diversos factores 
biológicos e sociais como por exemplo a dieta, a presença de outras doenças, o uso de 
medicamentos e suas interações, entre outros, que contribuem para a grande variabilidade que se 
observa no metabolismo dos antimaláricos (Mihaly et al., 1987; Walter-Sack et al.,1996; Morgan., 
2001).  A terapia combinada com antimaláricos pode também influenciar o sistema enzimático dos 
CYP-450. Combinações baseadas na associação da amodiaquina com a mefloquina influenciam 
pouco o sistema enzimático CYP-450, ao contrário do observado no tratamento combinado com S/P. 
Este facto pode explicar-se uma vez que a mefloquina e a amodiaquina metabolizam-se por vias 
diferentes da S/P (Gião et al., 2001). A resposta terapêutica aos medicamentos antimaláricos é um 
processo multifactorial e pouco compreendido dificultando por isso a associação a um fenótipo ou 
genótipo particular, do sistema enzimático do CYP-450, um papel determinado na resposta 
terapêutica antimalárica. Espera-se que novas investigações permitam responder às várias 
interrogações sobre a falência terapêutica ao tratamento com antimaláricos, incluindo o percurso 
metabólico dos animaláricos.  
Para finalizar, considero que estudos que incluam genotipagem de marcadores parasitários 
de resistência e de farmacogenética tenham mais utilidade na avaliação da aplicação de novos 
fármacos em aplicação em Moçambique [ex:artesunato/lumefantrina (CoartemTM)] para os quais 
não existe ainda referência de resistência parasitária, sendo fundamental identificar se qualquer 














     

































V. PERSPECTIVAS DE TRABALHO FUTURO 
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Considerando a problemática da resistência aos antimaláricos em Moçambique 
principalmente relacionada à sulfadoxina/pirimetamina, que continua a fazer parte da primeira linha 
de tratamento da malária no País, consideramos que seria importante esclarecer de forma mais 
detalhada os mecanismos de resistência que lhe estão associados, sobretudo na situação de 
multiplicidade de mutações no (s) mesmo(s) gene(s) e sobre o papel destas na ´´fitness´´ dos 
parasitas resistentes e a sua capacidade de transmissão. Assim, e tendo por base algumas hipóteses 
levantadas com os resultados obtidos neste estudo, consideramos importante a continuidade da 
análise dos polimorfismos aqui estudados assim como de outros polimorfismos relacionados com os 
genes pfdhps e pfdhps.  
É fundamental estudar a resposta terapêutica in vivo à outros antimaláricos utilizados no 
País, nomeadamente a lumefantrina/artemisinina (Coartem™) e a amodiaquina. A abordagem 
metodológica para os estudos acima citados deverá ser complementada com estudos in vitro e, 
dentro do possível, fazendo um seguimento mais prolongado dos pacientes, nomeadamente ao 14º e 
28º dia. Tal significa que deverá haver uma maior integração de trabalho com as comissões de ética 
do País, e com os clínicos em actividade na área da malária para melhor se fazer entender a 
importância da investigação no laboratório em apoio ao trabalho hospitalar. 
 Relativamente ao estudo dos marcadores moleculares de susceptibilidade à malária, esta 
parece ser uma linha de trabalho com interesse embora se saiba da dificuldade em se poder 
rapidamente fazer esta associação, sobretudo em P. falciparum. Implica a óbvia dificuldade na 
selecção da amostragem dada a existência de programas diversos e bem sucedidos de controlo da 
malária no Sul do País. Em estudos futuros, poderiam ser envolvidos mais marcadores (ex: G6PD, 
NOS2, VCAM-1) cujo papel no envolvimento na infecção malárica continua por esclarecer. 
Particularmente, seria interessante efectuar um estudo não só do envolvimento da G6PD na malária 
como também da caracterização da deficiência desta enzima na população Moçambicana. Este 
estudo estaria justificado uma vez que as duas variantes da deficiência desta enzima encontram-se 
na África sub-Sahariana e porque teria um impacto clínico directo no diagnóstico para a prevenção 
pré-natal.  
 Do nosso trabalho de investigação consideramos que a área da farmacogenética deve estar 
associada ao estudo da resistência aos antimaláricos, mas de uma forma específica, com uma 
amostragem maior e bem definida em termos de populações e regiões. Os países Africanos possuem 
enorme miscigenação de raças nas zonas urbanas e periurbanas mas no interior ainda se encontram 
regiões com populações relativamente estáveis e sem integração de outras raças ou “tribos”. 
Clarificar os mecanismos relacionados com os factores genéticos humanos associados ao 
metabolismo de fármacos antimaláricos, na falência terapêutica, envolvendo outros antimaláricos 
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para além dos utilizados neste estudo poderá trazer informação relevante. Este estudo poderia ser 
efectuado, em simultâneo, com a análise dos marcadores moleculares de resistência aos 
antimaláricos.   
 Finalmente, para um clínico e pediatra em Moçambique, há a enorme necessidade de se 
fazer trabalho em outras áreas para além da malária, e se possível, na interacção desta doença com 
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ANEXO 1 
 
Principais soluções utilizadas neste trabalho: 
 
 
• dNTPs (Fermentas)– mistura de 10mM dATP, 10mM dCTP, 10mM dGTP e 10mM dTTP. 
• High TE – Tris-HCL 100mM (pH 8.0), EDTA (dissódico) 40mM (pH 8.0). 
• Solução de Lise Madisen – Tris-HCl 0.1M (pH 8.0), EDTA (dissódico) 40mM (pH 8.0), 
SDS 0,2%, NaCl 1M. 
• Tampão de aplicação (5X) Tris 50 mM (pH 8.0), EDTA 75 MM (pH 8.0), SDS 0.5%, 
sucrose 30%, ficol 10%, corante Orange G 0.25%. 
• Tampão de lise – Tris 40 mM (pH 8.0), EDTA 80 mM (pH 8.0), SDS 2%. 
• Tampão TBE (10X) (Fermentas)– Tris 1 M, ác. Bórico 1 M, EDTA 50 mM. 
• Tampão TE – Tris-HCL 10mM (pH 8.0), EDTA 0.1 mM (pH 8.0). 
• Proteinase K – 20mg proteinase K (1mg=20U) em 1 ml de H2O. 
• NaCl 6M – 87.6 gr NaCl em 250ml de H2O. 
• PBS - 1tablete de PBS (Sigma, Germany) em 200 ml água destilada, autoclavado 
• 0,5% Saponina em PBS 1X: 0,5g saponina (Sigma, Germany) em 100 ml PBS 1X (Sigma, 
Germany), Autoclavado. 
• Tampão de PCR – Tris-HCL 67 mM (pH 8.8), 16.6 mM (NH4)2SO4, 0,45% Triton X-100, 
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ANEXO 2 
 
Soluções utilizadas na electroforese em gel de agarose. 
 
• Tampão de aplicação (Ficol/ Orange G 5x). 
 
  50mM Tris/HCl pH 8 
  75 mM EDTA (Sigma, Germany) pH 8 
  0,5% SDS (Sigma, Germany) 
  30% (p/v) Sucorose (Sigma, Germany) 
  10% Ficol (Sigma, Germany) 
  0,25% (p/v) Orange G (Sigma, Germany) 
 
• Tampão TBE 10X (Stock) 
 
  1 M Tris (Sigma, Germany) 
  1 M Ácido Bórico (Sigma, Germany) 
  50 mM EDTA (Sigma, Germany) pH 8,3 
 
O tampão TBE stock foi preparado concentrado 10X, e diluido de 1/10 quando utilizado na 
preparação dos geis de agarose (Gibco, BRL) e como tampão de corrida, nas tinas de 
eletroforese. 
 
• Gel agarose 2% - Para volume de 250 ml TBE 1X – 5g de agarose (Gibco, BRL) 
 
 
• Gel de poliacrilamida 10% 
 
10% (wt/vol) acrilamida, 0.3% (wt/vol) N,N'-methylenebisacrylamide e 7 M de ureia  
 
• Tampão utilizado para correr o gel de poliacrilamida  
 
89 mM Tris (Sigma, Germany),  89 mM Ácido Bórico (Sigma, Germany) e 2 mM de EDTA 
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ANEXO 5 
 









51 F – TTTATGATGGAACAAGTCTGCGACGTT 
 
51 R - GTGCAGTTACAACATATGTGAATGAATC 
 
59 F -  GAAATGTATTTCCCTAGATATGGAATATT 
 
59 R - GAAGATCTAATATTTTACTTGGGAAATTAA 
 
108 F - TTTATGATGGAACAAGTCTGCGACGTT 
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ANEXO 6 





51 59 108 437 540 
D0 Asn + Ile Arg (R) Asn (N) Ala (A) Lys (K) 
DC Ile (I) Arg (R) Asn (N) Gly + Ala Lys (K) 
DO Ile (I) Arg (R) Asn (N) Gly (G) Glu (E) 
DC Ile (I) Arg (R) Asn (N) Gly (G) Glu (E) 
D0 Ile (I) Arg (R) Asn (N) Ala (A) Lys (K) 
DC Ile (I) Arg (R)  Asn (N) Ala (A) Lys (K) 
DO Ile (I) Arg (R) Asn (N) Ala (A) Lys (K) 
DC Ile (I) Arg (R) Asn (N) Gly + Ala Glu + Lys 
D0 Asn + Ile Cys + Arg Asn (N) Ala (A) Lys (K) 
DC Ile (I) Cys + Arg Asn (N) Gly (G) Glu + Lys 
DO Ile (I) Cys + Arg Asn (N) Gly + Ala Glu + Lys 
DC Ile (I) Cys + Arg Asn (N) Gly + Ala Glu + Lys 
D0 Ile (I) Arg (R) Asn (N) Ala (A) Lys (K) 
DC Ile (I) Arg (R) Asn (N) Ala (A) Lys (K) 
DO Asn (N) Cys (C) Ser (S) Gly (G) Glu (E) 
DC Asn (N) Cys (C) Ser (S) Gly (G) Glu + Lys 
D0 Asn + Ile Cys (C) Ser + Asn Ala (A) Lys (K) 
DC ― ― ― ― ― 
DO Asn (N) Cys (C) Ser (S) Ala (A) Lys (K) 
DC Ile (I) Arg (R) Asn (N) Gly + Ala Glu + Lys 
D0 Ile  (I) Arg (R) Asn (N) Ala (A) Lys (K) 
DC Ile (I) Arg (R) Asn (N) Ala (A) Lys (K) 
DO Asn + Ile Arg (R) Asn (N) Gly + Ala Glu + Lys 
DC Ile (I) Arg (R) Asn (N) Gly + Ala Glu + Lys 
D0 Asn (N) Cys (C) Ser (S) Gly (G) Glu (E) 
DC Asn (N) Cys (C) Ser (S) Gly (G) Glu + Lys 
DO Ile (I) Arg (R) Ser (S) Gly (G) Glu + Lys 
DC Ile (I) Arg (R) Asn (N) Gly (G) Glu (E) 
D0 Asn + Ile Arg (R) Asn (N) Ala (A) Lys (K) 
DC Ile (I) Arg (R) Asn (N) Ala (A) Lys (K) 
DO Ile (I) Arg (R) Asn (N) Ala (A) Lys (K) 
DC Ile (I) Arg (R) Asn (N) Gly (G) Glu + Lys 
D0 Ile (I) Arg (R) Asn (N) Ala (A) Glu + Lys 
DC Ile (I) Arg (R) Asn (N) Gly + Ala Glu + Lys 
DO Asn (N) Arg (R) Asn (N) Ala (A) Lys (K) 
DC Asn (N) Cys + Arg Asn (N) Ala (A) Lys (K) 
D0 Ile (I) Arg (R) Asn (N) Gly + Ala Glu + Lys 
DC Ile (I) Arg (R) Asn (N) Gly (G) Glu + Lys 
DO Ile (I) Arg (R) Asn (N) Gly + Ala Glu + Lys 
DC Ile (I) Arg (R) Asn (N) Gly + Ala Glu + Lys 
D0 Asn + Ile Arg (R) Asn (N) Gly + Ala Glu + Lys 
DC Asn + Ile Arg (R) Asn (N) Ala (A) Lys (K) 
DO Ile (I) Arg (R) Asn (N) Gly (G) Glu + Lys 
DC Ile (I) Arg (R) Asn (N) Gly (G) Glu + Lys 
D0 Ile (I) Arg (R) Asn (N) Ala (A) Lys (K) 
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DC Ile (I) Arg (R) Asn (N) Ala (A) Lys (K) 
DO Ile (I) Arg (R) Asn (N) Gly (G) Glu (E) 
DC Ile (I) Arg (R) Asn (N) Gly (G) Glu (E) 
D0 Ile (I) Arg (R) Asn (N) Gly + Ala Glu + Lys 
DC Ile (I) Arg (R) Asn (N) Gly + Ala Glu + Lys 
DO Ile (I) Arg (R) Asn (N) Ala (A) Lys (K) 
DC Ile (I) Arg (R) Asn (N) Gly + Ala Glu + Lys 
D0 Ile (I) Arg (R) Asn (N) Ala (A) Glu + Lys 
DC Ile (I) Arg (R) Asn (N) Gly + Ala Glu + Lys 
DO Ile (I) Cys (C) Asn (N) Ala (A) Lys (K) 
DC Ile (I) Cys (C) Asn (N) Ala (A) Lys (K) 
D0 Ile (I) Cys + Arg Asn (N) Gly (G) Glu (E) 
DC Ile (I) Arg (R) Asn (N) Gly (G) Glu (E) 
DO Asn (N) Cys (C) Ser (S) Ala (A) Lys (K) 
DC Asn (N) Cys (C) Ser (S) Ala (A) Lys (K) 
D0 Ile (I) Arg (R) Asn (N) Gly + Ala Glu + Lys 
DC Ile (I) Arg (R) Asn (N) Gly + Ala Lys (K) 
DO Ile (I) Arg (R) Asn (N) Ala (A) Glu (E) 
DC Ile (I) Arg (R) Asn (N) Gly (G) Glu (E) 
DO Ile (I) Arg (R) Asn (N) Gly (G) Glu (E) 
DC Ile (I) Arg (R) Asn (N) Gly (G) Glu + Lys 
D0 Asn (N) Cys + Arg Asn (N) Gly + Ala Glu + Lys 
DC Asn (N) Arg (R) Asn (N) Gly (G) Glu + Lys 
DO Ile (I) Arg (R) Asn (N) Gly + Ala Glu + Lys 
DC Asn + Ile Arg (R) Asn (N) Gly (G) Glu (E) 
D0 Ile (I) Arg (R) Asn (N) Ala (A) Lys (K) 
DC Ile (I) Arg (R) Asn (N) Gly (G) Glu + Lys 
DO Ile (I) Arg (R) Asn (N) Ala (A) Lys (K) 
DC Ile (I) Arg (R) Asn (N) Ala (A) Lys (K) 
D0 Ile (I) Arg (R) Asn (N) Gly (G) Glu (E) 
DC Ile (I) Arg (R) Asn (N) Gly + Ala Glu + Lys 
DO Ile (I) Arg (R) Asn (N) Gly (G) Glu (E) 
DC Asn (N) Arg (R) Asn (N) Gly (G) Glu (E) 
D0 Ile (I) Arg (R) Asn (N) Ala (A) Lys (K) 
DC Ile (I) Arg (R) Asn (N) Ala (A) Lys (K) 
DO Ile (I) Arg (R) Asn (N) Gly (G) Glu (E) 
DC Ile (I) Arg (R) Asn (N) Gly (G) Glu (E) 
D0 Ile (I) Arg (R) Asn (N) Gly (G) Glu (E) 
DC Ile (I) Arg (R) Asn (N) Gly (G) Glu (E) 
DO Ile (I) Arg (R) Asn (N) Gly + Ala Glu + Lys 
DC Ile (I) Arg (R) Asn (N) Gly (G) Glu (E) 
D0 Ile (I) Arg (R) Asn (N) Gly + Ala Glu + Lys 
DC Ile (I) Arg (R) Asn (N) Gly + Ala Glu + Lys 
DO Ile (I) Arg (R) Asn (N) Gly + Ala Glu + Lys 
DC Ile (I) Arg (R) Asn (N) Gly (G) Glu (E) 
D0 Asn (N) Arg (R) Asn (N) Gly (G) Glu (E) 
DC Asn (N) Arg (R) Asn (N) Gly (G) Glu (E) 
DO  Ile (I) Cys + Arg Asn (N) Gly + Ala Glu + Lys 
DC Ile (I) Cys + Arg Asn (N) Gly + Ala Glu + Lys 
D0 Ile (I) Arg (R) Asn (N) Gly (G) Glu (E) 
DC Ile (I) Arg (R) Asn (N) Gly (G) Glu (E) 
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DO Ile (I) Arg (R) Asn (N) Gly (G) Lys (K) 
DC Ile (I) Arg (R) Asn (N) Gly (G) Lys (K) 
DO Ile (I) Arg (R) Asn (N) Gly (G) Lys (K) 
DC Asn + Ile Arg (R) Asn (N) Gly (G) Glu + Lys 
D0 Asn + Ile Cys (C) Ser + Asn Gly + Ala Glu + Lys 
DC Ile (I) Arg (R) Asn (N) Gly (G) Lys (K) 
DO Ile (I) Arg (R) Asn (N) Gly (G) Glu (E) 
DC Ile (I) Arg (R) Asn (N) Gly (G) Glu + Lys 
D0 Ile (I) Arg (R) Asn (N) Ala (A) Lys (K) 
DC Asn + Ile Arg (R) Asn (N) Gly + Ala Glu + Lys 
DO Ile (I) Arg (R) Asn (N) Gly (G) Glu + Lys 
DC Ile (I) Arg (R) Asn (N) Gly (G) Glu + Lys 
D0 Asn + Ile Cys (C) Ser + Asn Gly + Ala Glu + Lys 
DC Asn (N) Cys (C) Ser (S) Ala (A) Lys (K) 
DO Ile (I) Arg (R) Asn (N) Ala (A) Lys (K) 
DC Ile (I) Arg (R) Asn (N) Ala (A) Lys (K) 
D0 Ile (I) Arg (R) Asn (N) Ala (A) Lys (K) 
DC Ile (I) Arg (R) Asn (N) Ala (A) Lys (K) 
DO Ile (I) Arg (R) Asn (N) Gly (G) Glu (E) 
DC Ile (I) Arg (R) Asn (N) Gly (G) Glu (E) 
D0 Ile (I) Arg (R) Asn (N) Gly (G) Glu (E) 
DC Ile (I) Arg (R) Asn (N) Gly (G) Glu (E) 
DO Ile (I) Arg (R) Asn (N) Ala (A) Lys (K) 
DC Ile (I) Arg (R) Asn (N) Ala (A) Lys (K) 
D0 Ile (I) Arg (R) Asn (N) Ala (A) Lys (K) 
DC Asn + Ile Arg (R) Asn (N) Gly + Ala Glu + Lys 
DO Ile (I) Arg (R) Asn (N) Ala (A) Lys (K) 
DC Ile (I) Arg (R) Asn (N) Gly (G) Glu (E) 
DO Ile (I) Arg (R) Asn (N) Ala (A) Lys (K) 
DC Ile (I) Arg (R) Asn (N) Ala (A) Lys (K) 
D0 Ile (I) Arg (R) Asn (N) Ala (A) Lys (K) 
DC Ile (I) Arg (R) Asn (N) Ala (A) Lys (K) 
DO Ile (I) Arg (R) Asn (N) Ala (A) Lys (K) 
DC Ile (I) Arg (R) Asn (N) Gly + Ala Glu + Lys 
D0 Ile (I) Arg (R) Asn (N) Gly (G) Glu (E) 
DC Ile (I) Arg (R) Asn (N) Gly (G) Glu (E) 
DO Ile (I) Arg (R) Asn (N) Gly (G) Glu (E) 
DC Ile (I) Arg (R) Asn (N) Gly (G) Glu (E) 
D0 Ile (I) Arg (R) Asn (N) Gly (G) Glu (E) 
DC Ile (I) Arg (R) Asn (N) Gly (G) Glu + Lys 
DO Ile (I) Arg (R) Asn (N) Gly (G) Glu (E) 
DC Ile (I) Arg (R) Asn (N) Gly (G) Glu (E) 
D0 Ile (I) Arg (R) Asn (N) Gly (G) Glu (E) 
DC Asn + Ile Arg (R) Asn (N) Gly (G) Glu (E) 
DO Asn + Ile Arg (R) Asn (N) Gly + Ala Glu + Lys 
DC Asn (N) Arg (R) Asn (N) Gly (G) Glu + Lys 
D0 Ile (I) Arg (R) Asn (N) Gly (G) Glu (E) 
DC Ile (I) Arg (R) Asn (N) Gly (G) Glu (E) 
DO Ile (I) Arg (R) Asn (N) Ala (A) Lys (K) 
DC Ile (I) Arg (R) Asn (N) Gly + Ala Glu + Lys 
D0 Ile (I) Arg (R) Asn (N) Ala (A) Glu + Lys 
DC Ile (I) Arg (R) Asn (N) Gly + Ala Glu + Lys 
     
 - 158 -





pfdhfr pfdhps pfmdr1 
51 59 108 164 437 540 86 1246 
D0 Ile (I) Arg (R) Asn (N) Ile (I) Gly (G) Glu (E) Asn + Tyr Asp(D) 
DC Ile (I) Arg (R) Asn (N) Ile (I) Gly (G) Glu (E) Asn + Tyr Asp(D) 
DO Ile (I) Arg (R) Asn (N) Ile (I) Gly + Ala Glu + Lys Asn + Tyr Asp(D) 
DC Ile (I) Arg (R) Asn (N) Ile (I) Gly (G) Glu (E) Asn + Tyr Asp(D) 
D0 Ile (I) Arg (R) Asn (N) Ile (I) Ala (A) Lys (K) Tyr (Y) Asp(D) 
DC Ile (I) Indeter. Asn (N) Ile (I) Gly (G) Glu (E) Tyr (Y) Asp(D) 
DO Ile (I) Arg (R) Asn (N) Ile (I) Gly (G) Glu (E) Asn (N) Asp(D) 
DC Ile (I) Indeter. Asn (N) Ile (I) Gly + Ala Glu (E) Asn (N) Asp(D) 
D0 Ile (I) Arg (R) Asn (N) Ile (I) Gly (G) Glu (E) Asn (N) Asp(D) 
DC Asn (N) Arg (R) Asn (N) Ile (I) Gly + Ala Glu (E) Asn (N)  Asp(D) 
DO Asn + Ile Cys (C) Asn (N) Ile (I) Gly (G) Glu + Lys Tyr (Y) Asp(D) 
DC Ile (I) Indeter. Asn (N) Ile (I) Gly + Ala Glu (E) Asn + Tyr Asp(D) 
D0 Ile (I) Arg (R)  Asn (N) Ile (I) Gly (G) Glu (E) Tyr (Y) Asp(D) 
DC Ile (I) Arg (R) Asn (N) Ile (I) Gly (G) Glu (E) Tyr (Y) Tyr(Y) 
DO Ile (I) Arg (R) Asn (N) Ile (I) Gly (G) Glu (E) Asn + Tyr Asp(D) 
DC Ile (I) Indeter. Asn (N) Ile (I) Gly + Ala Glu + Lys Asn + Tyr Asp(D) 
D0 Ile (I) 
Arg + 
Cys Asn (N) Ile (I) Ala (A) Lys (K) Asn + Tyr Asp(D) 
DC - - - - - - - - 
DO Ile (I) Arg (R) Asn (N) Ile (I) Ala (A) Lys (K) Asn (N)  Asp(D) 
DC Ile (I) Arg (R) Asn (N) Ile (I) Gly (G) Glu (E) Asn + Tyr Asp(D) 
D0 Ile (I) Arg (R) Asn (N) Ile (I) Gly + Ala Glu + Lys Tyr (Y) Asp(D) 
DC Asn (N) Cys (R) Asn (N) Ile (I) Gly + Ala Glu (E) Tyr (Y) Asp(D) 
DO Ile (I) Arg (R Asn (N) Ile (I) Gly (G) Glu (E) Tyr (Y) Asp(D) 
DC Ile (I) Arg (R) Asn (N) Ile (I) Gly (G) Glu + Lys Tyr (Y) Asp(D) 
D0 Ile (I) Arg (R) Asn (N) Ile (I) Gly + Ala Glu + Lys Tyr (Y) Asp + Tyr 
DC Ile (I) Arg (R) Asn (N) Ile (I) Gly + Ala Lys (K) Tyr (Y) Asp + Tyr 
DO Ile (I) Arg (R) Asn (N) Ile (I) Ala (A) Lys (K) Tyr (Y) Asp + Tyr 
DC Ile (I) Arg (R) Asn (N) Ile (I) Gly + Ala Lys (K) Tyr (Y) Asp + Tyr 
D0 Asn + Ile Cys (C)  
Asn  + 
Ser Ile (I) Ala (A) Lys (K) Asn (N) Asp + Tyr 
DC Asn (N) Arg (R)  Asn (N) Ile (I) Gly (G) Glu (E) Asn + Tyr Asp + Tyr 
DO Ile (I) Arg (R) Asn (N) Ile (I) Gly (G) Glu (E) Asn (N) Asp(D) 
DC Ile (I) Arg (R) Asn (N) Ile (I) Gly (G) Glu (E) Asn (N) Asp(D) 
D0 Ile (I) Arg (R) Asn (N) Ile (I) Ala (A) Lys (K) Asn (N) Asp(D) 
DC Ile (I) Arg (R) Asn (N) Ile (I) Ala (A) Lys (K) Asn + Tyr Asp(D) 
DO Ile (I) Arg (R) Asn (N) Ile (I) Ala (A) Lys (K) Asn + Tyr Asp(D) 
DC Ile (I) Arg (R) Asn (N) Ile (I) Ala (A) Lys (K) Asn + Tyr Asp(D) 
D0 Ile (I) Arg (R) Asn (N) Ile (I) Ala (A) Lys (K) Asn + Tyr  Asp(D) 
DC Ile (I) Indeter. Asn (N) Ile (I) Ala (A) Lys (K) Asn + Tyr  Asp(D) 
DO Ile (I) Arg (R) Asn (N) Ile (I) Gly (G) Glu (E) Tyr (Y) Tyr(Y) 
DC Ile (I) Indeter. Asn (N) Ile (I) Gly + Ala Lys (K) Tyr (Y) Asp(D) 
D0 Ile (I) Arg (R) Asn (N) Ile (I) Gly (G) Glu (E) Tyr (Y) Asp(D) 
DC Ile (I) Arg (R) Asn (N) Ile (I) Gly (G) Glu (E) Tyr (Y) Asp(D) 
DO Ile (I) Arg (R) Asn (N) Ile (I) Ala (A) Lys (K) Tyr (Y) Asp + Tyr 
DC Ile (I) Arg (R) Asn (N) Ile (I) Gly + Ala Lys (K) Tyr (Y) Asp(D) 
D0 Ile (I) Arg (R) Asn (N) Ile (I) Gly (G) Glu + Lys Tyr (Y) Asp(D) 
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DC Ile (I) Arg (R) Asn (N) Ile (I) Gly + Ala Lys (K) Asn (N)  Asp(D) 
DO Ile (I) Arg (R) Asn (N) Ile (I) Gly + Ala Lys (K) Tyr (Y) Asp(D) 
DC Ile (I) Arg (R) Asn (N) Ile (I) Gly (G) Glu + Lys Asn (N) Asp(D) 
D0 Ile (I) Arg (R) Asn (N) Ile (I) Ala (A) Lys (K) Asn + Tyr  Asp(D) 
DC Ile (I) Arg (R) Asn (N) Ile (I) Gly + Ala Lys (K) Asn + Tyr  Asp(D) 
DO Ile (I) Arg (R) Asn (N) Ile (I) Ala (A) Lys (K) Asn (N)  Asp(D) 
DC Ile (I) Indeter. Asn (N) Ile (I) Gly + Ala Lys (K) Tyr (Y) Asp(D) 
D0 Ile (I) Arg (R) Asn (N) Ile (I) Gly (G) Glu (E) Asn (N)  Asp(D) 
DC Ile (I) Arg (R) Asn (N) Ile (I) Gly (G) Glu (E) Asn (N)  Asp(D) 
DO Asn + Ile Arg (R) Asn (N) Ile (I) Gly (G) Glu (E) Asn + Tyr Asp(D) 
DC Ile (I) Arg (R) Asn (N) Ile (I) Gly + Ala Lys (K) Asn + Tyr Asp(D) 
D0 Ile (I) Arg (R) Asn (N) Ile (I) Gly (G) Glu (E) Tyr (Y) Asp + Tyr 
DC Ile (I) Arg (R) Asn (N) Ile (I) Gly + Ala Lys (K) Tyr (Y) Asp(D) 
DO Ile (I) Indeter. Asn (N) Ile (I) Gly + Ala Lys (K) Asn (N) Asp + Tyr 
DC Ile (I) Arg (R) Asn (N) Ile (I) Gly + Ala Lys (K) Tyr (Y) Asp(D) 
D0 Ile (I) Arg (R) Asn (N) Ile (I) Ala (A) Lys (K) Tyr (Y) Asp(D) 
DC Ile (I) Arg (R) Asn (N) Ile (I) Gly + Ala Glu + Lys Tyr (Y) Asp(D) 
DO Ile (I) Arg (R) Asn (N) Ile (I) Gly (G) Glu (E) Tyr (Y) Asp(D) 
DC Ile (I) Arg (R) Asn (N) Ile (I) Gly (G) Glu + Lys Asn (N) Asp(D) 
DO Ile (I) Arg (R) Asn (N) Ile (I) Gly (G) Glu (E) Tyr (Y) Asp(D) 
DC Ile (I) Arg (R) Asn (N) Ile (I) Gly (G) Glu (E) Tyr (Y) Asp(D) 
D0 Ile (I) Arg (R) Asn (N) Ile (I) Gly (G) Glu (E) Tyr (Y) Asp(D) 
DC Ile (I) Arg (R) Asn (N) Ile (I) Gly + Ala Lys (K) Tyr (Y) Asp + Tyr 
DO Ile (I) Arg (R) Asn (N) Ile (I) Ala (A) Lys (K) Tyr (Y) Asp(D) 
DC Ile (I) Arg (R) Asn (N) Ile (I) Ala (A) Lys (K) Tyr (Y) Asp(D) 
D0 Ile (I) Arg (R) Asn (N) Ile (I) Gly (G) Glu + Lys Tyr (Y) Tyr(Y) 
DC Ile (I) Arg (R) Asn (N) Ile (I) Gly + Ala Lys (K) Asn + Tyr  Asp(D) 
DO Asn (N) Arg (R) Asn (N) Ile (I) Gly (G) Glu + Lys Tyr (Y) Asp + Tyr 
DC Ile (I) Arg (R) Asn (N) Ile (I) Gly + Ala Lys (K) Tyr (Y) Asp(D) 
D0 Ile (I) Arg (R) Asn (N) Ile (I) Ala (A) Lys (K) Asn (N)  Asp(D) 
DC Ile (I) Arg (R) Asn (N) Ile (I) Gly + Ala Lys (K) Asn (N) Asp(D) 
DO Ile (I) Arg (R) Asn (N) Ile (I) Ala (A) Lys (K) Asn + Tyr  Asp + Tyr 
DC Ile (I) Arg (R) Asn (N) Ile (I) Gly + Ala Lys (K) Asn + Tyr  Asp + Tyr 
D0 Ile (I) Arg (R) Asn (N) Ile (I) Gly (G) Glu (E) Tyr (Y) Asp + Tyr 
DC Ile (I) Arg (R) Asn (N) Ile (I) Gly (G) Glu (E) Tyr (Y) Asp + Tyr 
DO Ile (I) Arg (R) Asn (N) Ile (I) Gly (G) Glu (E) Asn + Tyr Asp(D) 
DC Ile (I) Arg (R) Asn (N) Ile (I) Gly (G) Glu (E) Asn + Tyr  Asp(D) 
D0 Ile (I) Arg (R) Asn (N) Ile (I) Gly (G) Glu (E) Tyr (Y) Tyr(Y) 
DC Ile (I) Arg (R) Asn (N) Ile (I) Gly + Ala Lys (K) Asn (N)  Asp(D) 
DO Ile (I) Arg (R) Asn (N) Ile (I) Gly (G) Glu + Lys Tyr (Y) Asp(D) 
DC Ile (I) Arg (R) Asn (N) Ile (I) Gly + Ala Lys (K) Asn (N)  Asp(D) 
D0 Ile (I) Arg (R) Asn (N) Ile (I) Ala (A) Lys (K) Tyr (Y) Asp(D) 
DC Ile (I) Arg (R) Asn (N) Ile (I) Gly (G) Glu (E) Tyr (Y) Asp(D) 
DO Ile (I) Arg (R) Asn (N) Ile (I) Ala (A) Lys (K) Tyr (Y) Asp(D) 
DC Ile (I) Arg (R) Asn (N) Ile (I) Ala (A) Lys (K) Tyr (Y) Asp(D) 
D0 Ile (I) Arg (R) Asn (N) Ile (I) Gly (G) Glu (E) Tyr (Y) Asp(D) 
DC - - - - - - - - 
DO Ile (I) Arg (R) Asn (N) Ile (I) Gly (G) Lys (K) Tyr (Y) Asp(D) 
DC - - - - - - - - 
D0 Ile (I) Arg (R) Asn (N) Ile (I) Gly + Ala Glu + Lys Asn (N)  Asp(D) 
DC - - - - - - - - 
DO Ile (I) Arg (R) Asn (N) Ile (I) Gly + Ala Glu + Lys Tyr (Y) Asp(D) 
DC Ile (I) Arg (R) Asn (N) Ile (I) Ala (A) Lys (K) Asn + Tyr  Asp + Tyr 
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DO Ile (I) Arg (R) Asn (N) Ile (I) Gly (G) Glu (E) Tyr (Y) Asp(D) 
DC Ile (I) Indeter. Asn (N) Ile (I) Gly (G) Glu (E) Tyr (Y) Asp + Tyr 
D0 Ile (I) Arg (R) Asn (N) Ile (I) Ala (A) Lys (K) Tyr (Y) Asp(D) 
DC Ile (I) Arg (R) Asn (N) Ile (I) Ala (A) Lys (K) Tyr (Y) Asp(D) 
DO Ile (I) Cys (C) Asn (N) Ile (I) Gly + Ala Glu + Lys Tyr (Y) Asp(D) 
DC Asn (N) Arg (R) Asn (N) Ile (I) Gly + Ala Lys (K) Asn + Tyr  Asp(D) 
D0 Asn (N) Arg (R)  Asn (N) Ile (I) Gly (G) Glu (E) Tyr (Y) Asp + Tyr 
DC - - - - - - - - 
DO Ile (I) Arg (R) Asn (N) Ile (I) Gly (G) Glu + Lys Tyr (Y) Asp(D) 
DC Ile (I) Indeter. Asn (N) Ile (I) Gly + Ala Lys (K) Asn + Tyr  Asp(D) 
D0 Ile (I) Arg (R) Asn (N) Ile (I) Gly + Ala Lys (K) Tyr (Y) Asp(D) 
DC Ile (I) Arg (R) Asn (N) Ile (I) Gly + Ala Glu + Lys Tyr (Y) Asp(D) 
DO Ile (I) Arg (R) Asn (N) Ile (I) Ala (A) Lys (K) Tyr (Y) Asp(D) 
DC Ile (I) Arg (R) Asn (N) Ile (I) Ala (A) Lys (K) Asn + Tyr Asp + Tyr 
D0 Asn + Ile Cys (C) Asn (N) Ile (I) Gly + Ala Glu + Lys Tyr (Y) Asp(D) 
DC Ile Arg (R) 
Asn + 
Ser Ile (I) Gly + Ala Lys (K) Asn + Tyr  Asp(D) 
DO Ile (I) Arg (R) Asn (N) Ile (I) Gly (G) Glu (E) Tyr (Y) Asp(D) 
DC Ile (I) Arg (R) Asn (N) Ile (I) Gly (G) Glu (E) Asn (N)  Asp + Tyr 
D0 Ile (I) Arg (R) Asn (N) Ile (I) Gly (G) Glu (E) Asn + Tyr  Asp(D) 
DC Ile (I) Arg (R) Asn (N) Ile (I) Gly (G) Glu (E) Asn + Tyr Asp(D) 
DO Ile (I) Indeter. Asn (N) Ile (I) Gly (G) Glu (E) Tyr (Y) Asp(D) 
DC Ile (I) Indeter. Asn(N) Ile (I) Gly + Ala Lys (K) Asn + Tyr Asp(D) 
D0 Asn (N) Arg (R) Asn (N) Ile (I) Ala (A) Lys (K) Tyr (Y) Asp(D) 
DC Ile (I) Arg (R) Asn(N) Ile (I) Gly + Ala Lys (K) Tyr (Y) Asp(D) 
DO Ile (I) Arg (R) Asn (N) Ile (I) Ala (A) Lys (K) Tyr (Y) Asp + Tyr 
DC Ile (I) Arg (R) Asn (N) Ile (I) Ala (A) Lys (K) Tyr (Y) Asp + Tyr 
DO Ile (I) Arg (R) Asn (N) Ile (I) Ala (A) Lys (K) Asn (N)  Asp(D) 
DC Ile (I) Arg (R) Asn (N) Ile (I) Gly + Ala Lys (K) Tyr (Y) Asp(D) 
D0 Ile (I) Arg (R) Asn (N) Ile (I) Ala (A) Lys (K) Tyr (Y) Asp(D) 
DC Ile (I) Arg (R) Asn (N) Ile (I) Gly + Ala Lys (K) Asn + Tyr Asp(D) 
DO Ile (I) Arg (R) Asn (N) Ile (I) Ala (A) Lys (K) Asn (N)  Tyr(Y) 
DC Ile (I) Arg (R) Asn (N) Ile (I) Ala (A) Lys (K) Tyr (Y) Tyr(Y) 
D0 Ile (I) Arg (R) Asn (N) Ile (I) Gly (G) Glu (E) Tyr (Y) Tyr(Y) 
DC Ile (I) Arg (R) Asn(N) Ile (I) Gly (G) Glu (E) Asn (N)  Tyr(Y) 
DO Ile (I) Arg (R) Asn (N) Ile (I) Ala (A) Lys (K) Asn (N) Asp(D) 
DC Ile (I) Arg (R) Asn(N) Ile (I) Gly (G) Glu + Lys Asn (N) Asp(D) 
D0 Ile (I) Arg (R) Asn (N) Ile (I) Ala (A) Lys (K) Asn (N) Asp(D) 
DC Ile (I) Arg (R) Asn (N) Ile (I) Gly (G) Lys (K) Asn (N) Asp(D) 
DO Ile (I) Arg (R) Asn (N) Ile (I) Gly (G) Glu + Lys Tyr (Y) Asp(D) 
DC Ile (I) Arg (R) Asn (N) Ile (I) Gly (G) Glu + Lys Tyr (Y) Asp(D) 
D0 Ile (I) Arg (R) Asn (N) Ile (I) Gly (G) Glu + Lys Tyr (Y) Asp(D) 
DC Ile (I) Arg (R) Asn (N) Ile (I) Gly (G) Glu + Lys Tyr (Y) Tyr(Y) 
DO Ile (I) Arg (R) Asn (N) Ile (I) Gly (G) Glu (E) Asn + Tyr Asp + Tyr 
DC Ile (I) Arg (R) Asn (N) Ile (I) Gly (G) Glu (E) Asn + Tyr Asp + Tyr 
D0 Ile (I) Arg (R) Asn (N) Ile (I) Gly (G) Glu (E) Tyr (Y) Asp(D) 
DC Ile (I) Arg (R) Asn (N) Ile (I) Gly (G) Glu + Lys Asn + Tyr Asp(D) 




Ser Ile (I) Gly (G) Glu (E) Tyr (Y) Asp(D) 
DC Ile (I) Indeter. Asn (N) Ile (I) Gly (G) Lys (K) Asn + Tyr Asp(D) 
D0 Ile (I) Arg (R) Asn (N) Ile (I) Ala (A) Lys (K) Asn (N)  Asp(D) 
DC Ile (I) Arg (R) Asn (N) Ile (I) Gly (G) Glu (E) Tyr (Y) Asp(D) 
DO Asn (N) Arg (R) 
Asn + 
Ser Ile (I) Ala (A) Lys (K) Tyr (Y) Asp(D) 
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DC Ile (I) Arg (R) Asn(N) Ile (I) Ala (A) Lys (K) Asn + Tyr Asp + Tyr 
D0 Ile (I) Arg (R) Asn (N) Ile (I) Gly (G) Glu (E) Asn (N)  Asp(D) 
DC Ile (I) Arg (R) Asn (N) Ile (I) Gly (G) Glu (E) Tyr (Y) Asp(D) 
DO Asn (N) Arg (R) Asn (N) Ile (I) Ala (A) Lys (K) Tyr (Y) Asp(D) 
DC Asn (N) Arg (R) Asn (N) Ile (I) Gly + Ala Lys (K) Asn + Tyr Asp(D) 
DO Ile (I) Arg (R) Asn (N) Ile (I) Gly (G) Glu (E) Tyr (Y) Asp(D) 
DC Ile (I) Arg (R) Asn (N) Ile (I) Ala (A) Lys (K) Asn + Tyr  Asp(D) 
D0 Ile (I) Arg (R) Asn (N) Ile (I) Gly (G) Glu (E) Asn + Tyr Tyr(Y) 
DC Ile (I) Arg (R) Asn (N) Ile (I) Gly + Ala Glu + Lys Asn (N)  Asp(D) 
DO Ile (I) Arg (R) Asn (N) Ile (I) Gly (G) Glu (E) Tyr (Y) Asp(D) 
DC Ile (I) Indeter. Asn (N) Ile (I) Gly + Ala Lys (K) Asn + Tyr Asp(D) 
D0 Ile (I) Arg (R) Asn (N) Ile (I) Gly (G) Glu (E) Asn + Tyr Asp(D) 
DC Ile (I) Arg (R) Asn (N) Ile (I) Gly + Ala Lys (K) Asn + Tyr  Asp(D) 
DO Asn + Ile Cys (C) Asn (N) Ile (I) Ala (A) Lys (K) Asn (N)  Asp(D) 
DC Ile (I) Arg (R) Asn (N) Ile (I) Gly (G) Glu (E) Tyr (Y) Asp(D) 
D0 Ile (I) Cys (C) Ser (S) Ile (I) Ala (A) Lys (K) Tyr (Y) Tyr(Y) 
DC Ile (I) Indeter. Asn (N) Ile (I) Gly (G) Lys (K) Asn + Tyr Tyr(Y) 
DO Ile (I) Arg (R) Asn (N) Ile (I) Gly (G) Lys (K) Tyr (Y) Asp + Tyr 
DC Ile (I) Arg (R) Asn (N) Ile (I) Gly (G) Lys (K) Asn + Tyr Asp(D) 
D0 Ile (I) Arg (R) Asn (N) Ile (I) Gly (G) Lys (K) Asn (N)  Asp(D) 
DC - - - - - - -  - 
DO Ile (I) Arg (R) Asn (N) Ile (I) Gly + Ala Glu + Lys Asn + Tyr Asp(D) 
DC Ile (I) Arg (R) Asn (N) Ile (I) Gly + Ala Glu + Lys Tyr (Y) Asp + Tyr 
D0 Ile (I) Arg (R) Asn (N) Ile (I) Gly (G) Glu (E) Tyr (Y) Asp(D) 
DC - - - - - - - - 
DO Ile (I) 
Arg + 
Cys Asn (N) Ile (I) Gly (G) Glu + Lys Tyr (Y) Asp + Tyr 
DC Ile (I) Arg (R) Asn (N) Ile (I) Gly (G) Glu + Lys Tyr (Y) Tyr(Y) 
D0 Ile (I) Arg (R) Asn (N) Ile (I) Gly (G) Glu (E) Tyr (Y) Asp(D) 
DC Ile (I) Arg (R) Asn (N) Ile (I) Gly (G) Glu (E) Tyr (Y) Asp(D) 
D0 Ile (I) Arg (R) Asn (N) Ile (I) Gly (G) Glu (E) Asn (N)  Asp(D) 
DC Ile (I) Arg (R) Asn (N) Ile (I) Gly (G) Glu (E) Asn + Tyr  Asp(D) 
DO Asn (N) Arg (R) Ser (S) Ile (I) Gly (G) Glu (E) Asn + Tyr  Asp(D) 
DC Ile (I) Arg (R) Asn (N) Ile (I) Gly (G) Glu (E) Asn + Tyr  Asp(D) 
D0 Ile (I) Arg (R) Asn (N) Ile (I) Ala (A) Lys (K) Asn + Tyr  Asp(D) 
DC Ile (I) Arg (R) Asn (N) Ile (I) Gly (G) Glu + Lys Asn + Tyr  Asp(D) 
 
 
D0- antes do tratamento 
DC- depois do tratamento 
 
 
 
 
